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糸状菌の細胞は強固な細胞壁を有する。糸状菌の細胞壁は、a lpha -1 ,3 -グルカ
ン、 be ta -1 ,3 -グルカン、キチンやマンナンなどの多糖類と糖タンパク質などが
複雑に入り組んで構成された構造体である (Fig . 1 ) (Kl i s , 1994; Kl is e t a l . ,
2010; Har t land e t a l . , 1994; Bowman e t a l . , 2006; La tge , 2007; Free , 2013)。真核生
物の細胞壁は、細胞の保護や細胞形態の維持の役割だけでなく、細胞外の栄養
環境、浸透圧や細胞壁損傷などの環境ストレスによる刺激を感知し、細胞内へ








な ど の 多 岐 に 亘 る 多 様 な 形 態 形 成 を 伴 う 生 活 環 を 有 す る (Fu e t a l . , 2011;










様々な細胞内シグナル伝達経路を有する。 mitogen -ac t iva ted p ro te in k inase
(MAP K, MAPキナーゼ )は、哺乳類から植物や真菌類に至るまで、真核生物にお
いて広く保存されたセリン /スレオニンキナーゼである。 MAPキナーゼは、
MAP KKキナーゼ及び MAP Kキナーゼと共に MAPキナーゼカスケードを構成し











(Mi l la r 1999; S ta leva e t a l . , 2004; Rober tson e t a l . , 2008; Chen e t a l . , 2007 ; Corre ia
e t a l . , 2010 )。また、細胞の分化に伴う細胞壁構造の変動や物理的あるいは化学
的分解による細胞壁構造の変化を生育環境や損傷に応じた適切な構造体へと保
持する「細胞壁の完全性」(ce l l wal l in teg r i ty :CWI)の維持も、MAPキナーゼが深
く関与している (R ispa i l e t a l . , 2009; Garc i a e t a l . , 2009; Levin , 2011)。
出芽酵母 (Saccharomyces cerev i s iae )では、栄養成長、低浸透圧、高温環境や細
胞壁の損傷によって CWIが損なわれると、CWI 経路と呼ばれる MAPキナーゼカ
スケードをコアとしたシグナル伝達経路が、細胞壁生合成と再構築を亢進させ
ることによって、 CWIを厳密に制御している (Fig . 2 )。
出芽酵母の CWI 経路では、細胞壁に異常が生じると、細胞膜に存在するスト
レ ス セ ン サ ー (Wsc1 -3 , Mid2 , Cwh43)が こ れ を 感 知 し て 、 細 胞 内 下 流 の Rho1
(sma l l G -pro te in )を介して P ro te in k inase C (P KC)が活性化される。活性型 P KCは、
Fig. 2 . Cel l wal l in tegr i ty pa thway in S. cerev i s iae .
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下流の Bck1 (MAP KKキナーゼ )、 Mkk1/2 (MAP Kキナーゼ )と Mpk1 (MAPキナー
ゼ )からなる Mpk1 MAPキナーゼカスケードに細胞壁損傷シグナルを入力する。
リン酸化された Mpk1は活性型となり、転写調節因子 Rlm1を活性化する。活性型
Rlm1は 細 胞 核 内 へ と 移 行 し て 、 細 胞 壁 関 連 遺 伝 子 群 (be ta -1 ,3 -g lucan synthase
FKS1 , FKS2 ; ch i t in syn thase CHS3 ; endo- type be ta -1 ,3 -g lucanase BGL2 ;
a lpha -mannos ida se DFG5など )の発現を制御する。発現誘導された細胞壁の生合
成に関与する酵素や補強を担う細胞壁糖タンパクによって、細胞壁の損傷に応
答した細胞壁構築がなされることで、CWI が厳密に維持されている ( Jung e t a l . ,
1999 ; Levin . , 2005 , 2011)。このように、出芽酵母では、 Mpk1 MAPキナーゼを
コアとする CWI経路で細胞壁ストレス応答がほぼ完全に説明できると考えられ
ている。
糸状菌類の CWIに関しては、 Asperg i l lu s n idu lans の MpkA MAPキナーゼ (出
芽 酵 母 の CWI経 路 の Mpk1 MAPキ ナ ー ゼ オ ル ソ ロ グ )が 糸 状 菌 特 有 の a lpha-1 ,3 -
グ ル カ ン合 成 酵 素遺伝 子 (agsA , agsB )の発 現 を 制御 し て いるこ と が 明ら か に な
っている (Fu j ioka e t a l . , 2007)。しかし、 A. n idu lans の MpkA MAPキナーゼは、
酵母の CWI経路で制御されている細胞壁合成の主要酵素であるキチン合成酵素
や be ta -1 ,3 -グルカン 合成酵素などの遺伝子群の発現制御には関与しないと報告
されている (Fu j ioka e t a l . , 2007)。糸状菌での研究報告は限られているが、糸状
菌の CWIの制御機構は出芽酵母の CWI経路とは異なっている可能性が示唆され
ている。一方で、病原糸状菌の研究では、医真菌 Asperg i l lus fumigatus の MkkA
(出 芽 酵 母 の CWI経 路 の Mkk1/2 オ ル ソ ロ グ )の 破 壊 株 が 病 原 性 を 低 下 さ せ る こ
と (Dir r e t a l . , 2010) や 、 植 物 病 原 菌 Fusar ium oxysporum の
be ta -1 ,3 -g lucanosyl t ransfe raseの遺 伝子破 壊が病原性 の消失 を 招くこと (Caracue l







パンカビ (Neurospora crassa )を使用し た 。アカパンカビは同 じ子嚢菌類に属す






できる (Galagan e t a l . , 2003)。また、網羅的破壊株作製プロジェクトによって、
シグナル伝達経路の構成因子や転写調節因子を始めとする遺伝子破壊株の作出
が 行 わ れ て い る 。 こ の 網 羅 的 な 遺 伝 子 破 壊 株 の 作 製 に は 、 Inoue H.ら の 研 究
(Ninomiya e t a l . , 2004)によって見出された ku 変異株を親株として用いる高頻
度の相同組み換え法の寄与するところが非常に大きい。これらの変異株や破壊
株は Fungal Gene t ics S tock Cente r (FGSC, Kansas Ci t y, MO, US A)から入手するこ
とが可能である。これらの観点から、植物病原菌の病原性や形態形成に関与す
る因子の研究には、出芽酵母や Asperg i l lu sと同様にアカパン カビを研究材料と
することの有用性が高い。
これらの状況を踏まえ、本研究は糸状菌の細胞壁構築を制御するシグナル伝
達 経路 を解 明す るため 、ア カパ ンカ ビの MAPキ ナー ゼを 中心に 解析 を進 めた 。




細 胞 壁 に 与 え る 影 響 に 着 目 し 、 浸 透 圧 応 答 を 担 う OS経 路 の MAPキ ナ ー ゼ OS-2
もまた、 MA K-1と MAK-2とは独立に CWIに貢献していることを明らかにした。
第 3章で は、 糸状 菌で は これ まで 報告 がな い 、 MAK-1が 制 御す る 転写 調節 因 子
のスクリーニングを行い、 MSN-1を同定した。







出芽酵母の ce l l wa l l in tegr i ty (CWI) 経路においては、細胞壁の損傷によって
Mpk1 (MAPキナーゼ )がリン酸化されて活性型となり、転写調節因子 Rlm1を活
性化する。活性型 Rlm1が細胞壁関連遺伝子群の発現を誘導して、細胞壁損傷に
応答した細胞壁の生合成と再構築がなされることにより、 CWIは厳密に制御さ
れている ( Jung e t a l . , 1999; Levin , 2011)。
これをもとに、すでに様々な糸状菌で CWIに関する Mpk1- l ike MAPキナーゼの
遺 伝 子 破 壊 株 が 作 出 さ れ 、 解 析 が 行 わ れ て い る 。 例 え ば 、 イ ネ い も ち 病 菌
(Magnapor the gr isea )では、 Mpk1- l ike MA Pキナーゼである MPS1の破壊株は植物
への侵入が出来なくなり、感染能を消失する (Xu e t a l . , 1998)。また、赤かび病
菌 (Fusar ium graminearum )の Mpk1- l ike MAPキナーゼは、トリコテセン系かび毒
の deoxyn iva leno lの蓄積に関与している (Hou e t a l . , 2002)。動物への感染能を有
する Asperg i l lus fumigatusでは、 mpkA (S . cerev is iae MPK1 ホモログ ) の欠損は、
生育遅延や形態形成の劇的な変化だけでなく、細胞壁損傷剤に対する感受性を
高めることが示されている (Val ian te e t a l . , 2008)。これらの病原菌の研究は、
CWI経路が病原性あるいは二次代謝制御に強く影響することを示しているが、
CWI経路の機構の解明には至っていない。糸状菌の CWI経路の解明を目指した
研究として、東北大学（阿部敬悦研究室）を中心とした Asperg i l lus n idu lansを
用いた研究がある。A. n idu lans の Mpk1- l ike MAPキナーゼである MpkAは、その
欠損によって分生子発芽率や極性生長が減衰する (Buss ink e t a l . , 1999)。さら
に、 MpkAはその下流の転写調節因子 RlmA (S . cerev i s iae R lm1ホモログ )を介し
て、糸状菌特有の a lpha-1 ,3 -グルカン合成酵素遺伝子 (agsA , agsB )の発現を制御
している。一方で、細胞壁合成に主要なキチン合成酵素遺伝子 (chsC )や be ta -1 ,3 -
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グ ル カ ン合 成 酵素 遺伝 子 ( f k sA )な ど の 細胞 壁 合 成遺 伝 子の 発現 に は 関与 し て い
ない (Fig . 3 ) (Fu j ioka e t a l . , 2007 )。このことは、出芽酵母と A. n idu lansでは、
Mpk1- l ike MAPキナーゼの制御する遺伝子やその制御機構に大きな違いが存在
することを示唆しているが、その全容については不明の点が多く残されている。
モ デ ル糸 状 菌で あ るア カ パン カ ビは 、 出芽 酵 母と の 比較 ゲ ノム 解 析か ら 、 3
種類の MAPキナーゼ経路（ OS、MAK-1、MAK-2経路）をもつことが明らかにな
っている (Fig . 4 ) (Galagan e t a l . , 2003 ; Borkovich e t a l . , 2004; Kame i e t a l . , 2013a )。
アカパンカビの MAPキナーゼ経路の各構成因子は、出芽酵母の各 MAPキナー
ゼ経路と高い相同性を示し、真菌類において高度に保存されている。OS経路は
OS-4 (MAP KKK)−OS-5 (MAP KK)−OS-2 (MAP K) から構成されており、出芽酵母
の高浸透圧応答経 路 Ssk2/22−P bs2−Hog1 MAP Kカス ケードの ホモログである。
同様に、アカパンカビの MAK-2経路の NRC-1−ME K-2−MA K-2 は、出芽酵母にお
いて交配能や形態形成を制御する Ste11−Ste7−Fus3 /Kss1 と高い相同性を示す。
また、アカパンカビの MAK-1経路の MIK-1−MEK-1−MA K-1 は、出芽酵母の CWI
経路の Bck1−Mkk1/2−Mpk1 とそ れぞ れ高 い相同 性を 有す る。 以下に 、 3種類の




アカパンカビの OS-2 MAPキナーゼ経路は、 3種類の MAPキナーゼ経路の中で
最も研究が進んでおり、浸透圧ストレス応答において重要な役割を担うことが
明らかになっている (Zhang e t a l . , 2002 ; Fu j imura e t a l . , 2003)。 OS経路の 3種類
の変異株 (os-4 , os -5 , os-2 )は浸透圧に高い感受性を示し、ジカルボキシイミ
ドやフェニルピロール系殺菌剤に対して耐性を示す。OS経路は様々な遺伝子群
を発現制御することにより浸透圧応答や概日リズムの出力経路としての一端を
担っている (Noguchi e t a l . , 2007; Vi ta l in i e t a l . , 2007; Watanabe e t a l . , 2007;




Fig. 4 . Three MAPK cascades in N. crassa .
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子が発芽不能であることから、交配能を制御している (P andey e t a l . , 2004; Li e t
a l . , 2005)。このことは、本経路が基本的に出芽酵母と同様、有性生殖過程に関
与することを示している。アカパンカビには conid ia l anas tomosis tubes (CATs)










い。アカパンカビの MAK-1は t y ros inase遺伝子を負に発現調節することによって
二次代謝系を制御すること、そして概日リズムの出力経路としての役割を担う











C1-T10-37株 (Tamaru e t a l . , 1989 )を使用し、各破壊株は、網羅的遺伝子破壊株作
成プロジェクトにより作出された破壊株ライブラリーから入手した (Funga l
Gene t ics S tock Cente r (FGSC, Kansas Ci ty, MO, USA) )。
Table 1. The Neurospora crassa strains used in this study.
Strain Genotype Reference or sourse
C1-T10-37 A mat A Tamaru et al., 1989
C1-T10-19 a mat a Tamaru et al., 1989
FGSC #11326 mat A; mik-1::Hygr FGSCa
FGSC #11327 mat a; mik-1::Hygr FGSCa
FGSC #11318 mat a; mek-1::Hygr FGSCa
FGSC #11319 mat A; mek-1::Hygr FGSCa
FGSC #11320 mat A; mak-1::Hygr FGSCa
FGSC #11321 mat a; mak-1::Hygr FGSCa
FGSC #18202 mat a; os-4::Hyg; mus-51::Barr FGSCa
FGSC #18203 mat a; os-5::Hyg; mus-51::Barr FGSCa
FGSC #6041 mat a; os-4 (Y256M223) FGSCb
FGSC #4576 mat a; os-5 (NM216o) FGSCb
FGSC #17933 mat A; os-2::Hygr FGSCa
FGSC #1509 mat A; os-2 (ALS10) FGSCc
FGSC #18162 mat a; nrc-1::Hyg; mus-51::Barr FGSCa
FGSC #11524 mat a; mek-2::Hyg; mus-51::Barr FGSCa
FGSC #11482 mat a; mak-2::Hygr; mus-51::Barr FGSCa
FGSC #6103 mat A; his-3 FGSC
a) Neurospora knockout strains from the functional genomics program (Colot et al., 2006) were
obtained from Fungal Genetics Stock Center.
b, c) Neurospora mutant strains that were characterized by Perkins D.D. (1974) were obtained
from Fungal Genetics Stock Center.
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アカパンカビの菌株の維持と継代培養には、Vogel ’s med ium N 最少 (VM)培地
(1 .2 w/v% suc rose , 1×Vogel ’s so lu t ion )を使用した (Vogel . , 1956)。分生子 (無性胞
子 )形成は、グリセロール完全培地 (1 .0 v /v% glycero l , 1×Vogel ’s so lu t ion , 1 .0




分生子を、6 .6×10 5 ce l l s /ml となるように VM液体培地に植菌し、室温で 18時間
培養後、生育した菌体を吸引濾過により回収した。集菌した菌体は、液体窒素
により凍結し、使用するまで -80℃で凍結保存した。
感 受 性 試 験 に 用 い た 細 胞 壁 損 傷 剤 は 、 be ta -1 ,3 - グ ル カ ン 合 成 酵 素 阻 害 剤
micafung in (As te l las P harma, Tokyo , Japan)、キチン合成阻害剤 polyoxin D (Kaken
P harmaceut ica l Co . , Ltd , Tokyo , Japan)、キチン合成阻害剤 Calcof luor Whi te (C FW)
(Sigma Ald r ich , S t . Loui s , MO)、 グ ル カ ン 合 成 阻 害 剤 Congo Red (CR) (S igma
Aldr ich )、 細 胞 壁 損 傷 剤 SDS (sod ium dodecyl su lpha te ) (Wako P ure Chemica l ,
Osaka , J apan)の 作 用 の 異 な る 5種 類 の 薬 剤 を 使 用 し た 。 な お 、 micafung in及 び







sorbose含有 VM平板培地 (0 .2 w/v% sucrose , 1 .0 w/v% sorbose , 1×Vogel ’s so lu t ion)




0 .5 mm径ガラスビーズを加えた 2 mlスクリューチューブに、 to ta l ce l l
ex t rac t ion bu ffe r (50 mM HEP ES buffe r (pH 7.6) , 10% glycero l , 137 mM NaCl , 25
mM NaF, 10 mM Na 4 P 2 O 7 , 2 mM Na 3 VO 4 , comp le t e pro tease inh ib i to r cock ta i l 1
tab le t / 50 ml (Roche) )を 700～ 1000 l 加えて、アカパンカビの凍結サンプル (無
性胞子あるいは菌糸体 ) を添加した。ビーズビーター (MP Biomed ica ls , J apan ,
Fas tP rep T M FP 120 /B IO101; 設定条件－ Speed:6 .0 m/s , Time :20秒 )にセットして菌
体を破砕した。菌体破砕サンプルは、遠心分離 (13 ,000g , 10分間 , 4℃ )を行い、
得られた上清を再度遠心分離し、その上清を to ta l ce l l ex t rac tとした。タンパク
質濃度は、 Bradford試薬 (P ro te in Assay Ki t I /B IO-RAD Labora tor ies , Hercu les ,
CA)を用いて定量した。
ウェスタンブロッティング解析
菌体由来の to ta l ce l l ex t rac t 50 gを 2×samp le bu ffe r (0 .1 M Tri s -HCl (pH6.8) ,
4% SDS, 1 .692 M 2-mercap toe thanol , 1% sucrose , 0 .01% BP B)を用いて 95℃ , 5分間
の熱処理によりタンパク質を変性させ、SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動
(PAGE)用サンプルとした。同サンプルを 10% ポリアクリルアミドゲルにより分
離 (電気泳動条件： 25 mM Tr is , 192 mM glyc ine , 0 .1% SDS, 定電圧 200V)後、
ni t roce l lu lo se membrane (Advan tech Co. , Ltd . , Tokyo , Japan)上にブロッティング
した (ブロッティング条件： 25 mM Tri s , 192 mM glyc ine , 20% methanol , 定電圧
100V, 電流上限 350 mA, 60分間 )。メンブレンを wash bu ffe r (TBS-T: 1×TBS, 0 .2%
Tween-20)で 5分間洗浄後、 block ing bu ffe r (wash bu ffe r, 10% BSA)を用いて室温
で 60分間、または 4℃ , オーバーナイトで振盪し、ブロッキング処理を行った。
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ウェスタンブロッティング法における MAPキナーゼの免疫染色は、ブロッキ
ング終了後のメンブレンを一次抗体溶液 (各種一次抗体 , 1×wash bu ffe r )に浸し、
室温で 2時間あるいは、 4℃でオーバーナイト処理した。一次抗体として、 to ta l
MAK-2の検出には an t i -MAP kinase (ERK1, ERK-2) an t ibody produced in rabb i t
(S igma Ald r ich , M5670)を 20000倍希釈し、リン酸化 MAK-1及び MAK-2の検出に
は phospho -p44/42 MA P K (Erk1/2 ) (Thr202 /Tyr204) an t ibody (Cel l S igna l ing
Technology, Danve rs , MA, #9101)を 1000倍希釈して使用した。同様に、to ta l OS -2
の検出には Hog1 ant ibody (Santa Cruz Bio technology Inc , y-215 , 2500倍希釈 )、リ
ン酸化 OS-2の検出には phospho -p38 MAP K ant ibody (Cel l S igna l ing Technology,
Danvers , MA, #9211 , 1000倍希釈 )をそれぞれ一次抗体として使用した。一次抗
体反応処理後、 wash buffe r で 3回洗浄し、二次抗体処理 (an t i - rabb i t IgG AP
conjuga te an t ibody (P romega , Fi tchburg , WI, S3731) 7500倍希釈 , 1×wash buffe r )
を室温 1時間行った。二次抗体処理後のメンブレンを wash bu ffe rで 3回洗浄し、
メンブレンの pHを約 9 .5とするため、 AP発色 buffe r (100 mM Tris -HCl (pH9.5) ,
100 mM NaCl , 50 mM MgCl 2・ 6H 2 O)で置換後、遮光条件下で AP発色液 (AP発色
buffe r, 0 .34 mg/ml NBT (ni t ro -b lue te t razo l ium ch lor ide) , 0 .18 mg/ml BCIP




2 mlスクリューチューブに 0 .5 mm径ガラスビーズを 200 μ l入れ、 RNApro
so lu t ion (MP Biomed ica ls , J apan)を 1 ml加えた。アカパンカビの分生子や菌糸体
などの凍結菌体サンプルを加え、ビーズビーター (MP Biomedica ls , J apan ,
Fas tP rep T M FP 120 /B IO101; 設定条件－ Speed:6 .0 m/s , Time :40秒 )で菌体サンプル
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を破砕した。菌体破砕サンプルは 13 ,000gで 5分間（ 4℃）遠心分離し、上層を新
しいマイクロチューブへ移した。さらに、室温で 5分間インキュベートした後、
クロロホルム 300 μ lを添加してボルテックスで 10秒間混合した。再度、室温で 5
分間インキュベートし、遠心分離 (13 ,000g , 5分間 , 4℃ )後の上清を新しいマイク
ロチューブに移した。
この操作を再度繰り返した RNAを含む溶液に、 99 .5%エタノールを 2 .5倍量添
加した。5回転倒混和後、-20℃下に 30分間以上静置し、13 ,000gで 15分間（ 4℃）
遠心分離した。デカンテーションで上清を除去後、 80%エタノールでリンスし
た。遠心分離 (13 ,000g、 2分間、 4℃ )後、ピペットマンを用いて上清を捨て、残
存するエタノールを除去後、チューブのフタを空けて室温で風乾した。
Nuclease -Free Wate r (Qiagen ,129115)で RNAを溶解し、 Recombinan t DNase I
(Takara -Bio , 2270A)によるゲノム DNAの消化を 37℃ , 30分間行った。 3 M酢酸ナ
トリウム、エタ沈メイト (Wako P ure Chemica l , 312 -01791)をそれぞれ加えて、エ
タノール沈殿を行い、精製 RNAサンプルとした。 RNAの純度、濃度測定は微量
分光光度計 (NanoDrop2000/Thermo Sc ien t i f ic Japan)を用いて行った。
cDNA合成 (定量RT-PCR用 )
定量 RT-P CRに用いる cDNAは、 P r imeScr ip t RT Reagent k i t (Taka ra-B io , RR037)
を使用し、 to ta l RNA 1 gから mRNAの特異的な逆転写反応 (37℃、 15分間 )によ
って取得した。逆転写酵素の失活は 85℃で 5秒間の熱処理により行った。
定量RT-PCR




発現量の解析では、 Univer sa l P robeLibra ry (Roche Diagnos t ics )由来の TaqManプ
ローブと称される加水分解プローブを使用した。このプローブは、 5 ’末側に蛍
光レポーター色素、3 ’末側にクエンチャーがそれぞれラベルされている (Fig . 5 )。




5 ’末側から切断された蛍光色素が蓄積され、蛍光シグナルが増大する ( F i g . 6 )。
蛍光強度が検知された PCRの蛍光増殖曲線の立ち上がり点 (Cyc le数 )が Cross ing
Fig. 5 . TaqMan probe .
Fig. 6 . TaqManプローブを用いたリアルタイム定量 PCR法の概略 .
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P oin t (CP )として示される。 CP値は、鋳型となる DNAの初期濃度に依存してい
るため、 CP値の差異が遺伝子転写量の差として求めることができる (Fig . 7 )。
定量 RT-PCR反応には、 Ligh tC yc le r 480 (Roche Diagnos t ic s )を使用した。 PCR反
応液には、 Ligh t C yc le r P robes Maste r (Roche Diagnos t ics )を使用し、 1反応あた
り、以下の組成で行った ; 1× LC480 probes Maste r Mix , 0 .5 M Primer L, 0 .5 M
P rimer R, 0 .1 M TaqMan probe , cDNA 1  l。リアルタイム定量 PCRの反応条件は、
P re-incuba t ion (×1 cyc le ) : 95℃ , 10分間 ; Ampl i f ica t ion (×45 cyc les ) : 95℃ , 10秒
間－ 60℃ , 30秒間－ 72℃ , 1秒間で行った。
また、 TaqManプローブの選択及びプライマーの設計は、 Roche Assay Des ign
Cente r (h t tp : / /www.un iversa lp robe l ib ra r y.com)を利用した。本章において使用し
たプライマー及び TaqManプローブのリストを Table 2に示した。なお、内部標準
遺伝子として ac t in遺伝子を使用した。




Direc t Ki t ( Inv i t rogen)を使用し、プロトコルを一部改変して行った。まず、2 ml
スクリューチューブに 0 .5 mm径ガラスビーズ 200  l , l ys i s /b ind ing buffe r (100
mM Tri s -HCl , 500 mM LiCl , 10 mM EDTA, pH8.0 , 1% LiDS, 5 mM DTT) 1mlを用意
し、菌体サンプル (分生子 or菌糸体 )を加えた。ビーズビーター (MP Biomedica ls ,
J apan , Fas tP rep T M FP 120/B IO101; 設定条件－ Speed:6 .0 m/s , Time :40秒 )で菌体を
破砕後、遠心分離 (13 ,000g , 4℃ , 5分間 )した。新しいマイクロチューブに
Dynabeads 200  lを用意し、同チューブをマグネットにセット後、約 30秒経過後、
Table 2. List of primer sets and probes used for quantitative real-time RT-PCR in this study.
Target gene NCU locus Forward primer (5′→3′) Reverse primer (5′→3′)  Probe # 
ags-1 NCU02478 GGGTTGAGATGTGGAACCAG GGCCAGTATTAGGGTTGACG 9
ags-2 NCU08132 CCGTCCTCTCCAGGTGTCT CGACGCCCTGGATGTTAT 5
fks-1 NCU06871 TACGGCATGGACTACGGTAA GGGATACGGTTCCTTGGAG 4
gel-1 NCU01162 TCGGGAGGTCTTATGTACGAG GAGCTTGGCAATTCCGTATC 25
gel-2 NCU06781 CTCCGTCCCCGTCTTCTACT GTGAACATACGGGGCTTCA 46
gel-4 NCU07253 AGAGATTCTACGTTCGCGGTA GATCGAGGTTGGCAGAAGAA 64
gfa-1 NCU11350 TCGACTGCCTTCAGGGTATC CCAACCAATAGGCGATCAAC 6
chs-1 NCU05239 AGTATTTCAAGGGCGAGACG ACATGTTCGCCGTAAACACA 44
chs-2 NCU03611 TCAGGATCAGCAGGTGTCAT GCCAAGAAGTAAAGGCCGTA 49
chs-3 NCU04251 CACCAGCAAGGCTTCGATA TAGCGCATCTCCAGGACTGT 81
chs-4 NCU09324 TCGATTGCAATGACGGACTA ACCATCGCAAATAACGAGGA 5
chs-5 NCU04352 TCGACGAGGTCAGCGAGT CTTGTTCCGATCCCTTGCT 3
chs-7 NCU04350 GTGGTTTGGGATTCCAAGAAG GAACCACGGGTGATTCCA 4
mak-1 NCU09842 CATTGTCTGGTACGTCCACCT CAAAAGCACAAGCGGCTAA 15
mak-2 NCU02393 GCATCACGGTCGAAGAGG ATCATCCGGGTCGTGGTA 1
phiA NCU00399 CTCGCAGCACCTCACCTT ATGCGGTACGAGGAGTCG 43
ncw-1 NCU05137 CCTGGCTCAACCAGATCG GGATTAGACCGAGGGGAGAA 25
egl-1 NCU09175 GGCTTCAACTCGGGTAACAC GCACCCAGTCCTTCTTGAAC 28
ncw-3 NCU07817 GGTGGTGGCTTCGTCAAT CTGAGGAGGGCAAGCAAC 45
gh76-5 NCU09937 ATTTGCAACACGGACATGC ATCTTGGAGGCGTAGACGAA 7
tdt-1 NCU07517 TTGTGTTGGGCAACCATGT CCCTCCCCGGATAACAAATA 77
dga-1 NCU00035 CTTTTCTCGGCATGTTCCTT TCTTTTCCAAAGGCTTGGTG 34
actin NCU04173 GCTGAGCGTGGTTACACCTT TCCTTGATGTCACGAACGAT 77
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溶液がクリアになったところで上清を除去した。同チューブをマグネットから
外して、 l ys i s /b ind ing buffe rで D ynabeadsを洗浄した。前述の破砕菌体サンプル
の上清 750  lを wash済 Dynabeads入りマイクロチューブに加え、転倒混和後、
Rol le r Mixerを使用して、室温、 5分インキュベートした。磁気分離後、上清を
捨て、 washing bu ffe r A (10 mM Tr is -HCl , 150 mM LiCl , 1 mM EDTA, pH8.0 , 0 .1%
LiDS)及び wasing bu ffe r B (10 mM Tris -HCl , 150 mM LiCl , 1 mM EDTA, pH8.0)で
Beads /mRNA complexを室温でそれぞれ 2回ずつ洗浄した。洗浄後の Beadsから
mRNAを遊離・溶解するため、 e lu t ion bu ffe r (10 mM Tr is -HCl , pH7.5) 20  lを加
えて 80℃、2分インキュベートし、磁気分離後の上清を新しいマイクロチューブ
に移し、 mRNAサンプルとした。
解析に使用したマイクロアレイスライドは、Funga l Gene t ic s S tock Cente rから
購入した。購入したアレイスライドの GALファイル及び遺伝子リストの情報は、
ht tp : / /web .uconn .edu / townsend/Links / ffda tabase /down loads .h tmlから取得した。ア
レイスライドは、 UVクロスリンク (600 mJ)による DNAプローブの固定を行って
から使用した。マイクロアレイ解析に用いた mRNAは、野生株を 1 g/ml
micafung inで 2時間処理した菌体から抽出し、調製した mRNA 1 gをマイクロア
レイ解析に用いた。
マイクロアレイ解析は、 3DNA Array 50 Ki t (Geni sphere , Hat f ie ld , PA) のプロ
トコルを一部改変して行った。 cDNA合成時に、 C y3蛍光色素及び C y5蛍光色素
がそれぞれ特異的に結合するプライマーと、逆転写酵素として SuperScr ip t I I
( Invi t rogen ) を使用した。野生株無処理の mRNAサンプルを Cy3、野生株
micafung in処理の mR NAサンプルを Cy5標識した。 cDNA濃縮には、 Microcon
YM-30 (Mil l ipore ) を用いた。ハイブリダイゼーションのバッファーには、 2×
SDS-Based H ybr id iza t ion Buffe rを使用し、 cDNAハイブリダイゼーションを 60℃
でオーバーナイト、 3DNAハイブリダイゼーションを 55℃で 3時間行った。各ハ
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イブリライゼーション後のアレイスライドの washには、予め 42℃に加温した 2×
SSC, 0 .2% SDS wash buffe rを用いた。なお、ここに記載した実験方法は、マイ
クロアレイと定量 PCRの発現差が、最も高い相関 (R 2 =0.99)を示すことが山下和
宏博士 (2010年度 東洋大学大学院 生命科学研究科生命科学専攻 博士学位論
文 )により示されている。蛍光シグナルは Dual-Laser DNA Microar ray Scanne r
(Agi len t Technolog ies , San ta Cla ra , CA, G2565AA)で検出した。次に、 Fea ture




2 mlスクリューチューブに 200  lのガラスビーズ (0 .5 mm径 )を加え、抽出バッ
ファー (50 mM Tr is -HCl (pH 8.0) , 100 mM EDTA, pH8.0 , 0 .5% SDS) 500 μ lを加え
た。菌体サンプル (分生子や菌糸 )を滅菌済み竹串で採取し、抽出バッファー中
に懸濁した。細胞をビーズビーターで破砕した (MP Biomedica ls , J apan ,
Fas tP rep T M FP 120 /B IO101; 設定条件－ Speed:6 .0 m/s , Time :40秒 )。菌体由来の
DNaseを失活させるため、直ちにウォーターバスに移して 65℃、7分間インキュ
ベートし、 7 .5M酢酸アンモニウムを 300  l加えて、十分に転倒混和後、氷上で
10分間以上静置した。遠心分離 (13 ,000g、 5分間、 4℃ )後の上清を新しいマイク
ロチューブに移し、等量の PCI (pheno l :ch lorofo rm: isoamyla lcho l=25:24 :1 )を加え
て、ボルテックスを用いて混合した。遠心分離 (13 ,000g、 5分間、 4℃ )後、水層
(上層 )のみを新しいチューブに移し、99 .5%エタノールを上清の 2 .5倍量添加し、
軽度に転倒攪拌した。再度、同条件での遠心分離後、上清を捨て、 70%エタノ
ールでリンスした。遠心分離（ 13 ,000g、 2分間、 4℃）した後、上清を除去し、
MicroVac (TOMY)を用いて真空乾燥させた。 TE buffe r (pH8.0) 50  lに溶解後、
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RNase処理を行い (1mg/ml RNase , 1  l )、精製ゲノム DNAサンプルとした。
大腸菌からのプラスミド調製
基本的な操作、手順はアルカリ -SDS法による方法に準じてプラスミドの調製
を行った。LB培地で 8時間～一晩培養した大腸菌の培養液を 10 ,000g , 1分間、遠
心分離して大腸菌を沈殿させ、培地 (上清 )を除去後、 Solu t ion I (50 mM グルコ
ース， 25 mM Tr is -HCl (pH8.0)， 10 mM EDTA (pH8.0) ) を添加して細胞をボルテ
ックスを用いて懸濁した。 Solu t ion I I (0 .2M NaOH， 1% SDS) を加えて 3回転倒
混和後、 4分間氷冷後、 Solu t ion I I I (3M 酢酸カリウム， 5M 酢酸 )を添加して 3
回転倒混和後、 5分間氷冷した。遠心分離 (13 ,000g、 5分間、 4℃ )後の上清をマ
イクロチューブに移し、等量の PCI (P henol :Chlo roform: Isoamyla lcoho l=25:24 :1 )
を加えて、ボルテックスを用いて混合した。遠心分離 (13 ,000g、5分間、4℃ )後、
水層 (上層 )のみを新しいチューブに移し、 99 .5%エタノールを上清の 2 .5倍量添
加し、軽度に転倒攪拌した。再度、同条件での遠心分離後、上清を捨て、 70%
エタノールでリンスした。遠心分離 (13 ,000g、 2分間、 4℃ )した後、上清を可能
な限り除去し、MicroVac (TOMY)を用いて真空乾燥させた。TE buffe r (pH8.0) 50
 lに溶解した後、 RNase処理を行い (1mg /ml RNase , 1  l )、精製プラスミドサン
プルとした。
pMAK-1-sGFPの構築
pMAK-1-sG FP (Fig . 8 )の構築に使用したプライマーを Table 3に記した。また、
アカパンカビ用発現ベクターは FGSCから入手した pMF272(FG SC#609 ,
GenBank:AY598428 , Fig . 8 , Fre i tag e t a l . , 2004)を使用した。 pMF272には、 ccg-1
promote rが含まれており、構成的に下流の遺伝子を発現させることが出来る。
クローニング反応においては、 In -Fus ion Cloning enzyme (Taka ra /Clon tech)を使
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用した。この酵素は 3’→ 5’ endonuc lease活性を有しており、それぞれ異なる DNA
断片の 3’末端から 15塩基以下を分解する。その結果生じた相同な突出した 5’末
端間が核酸間の相互作用によってハイブリダイゼーションすることにより、ク
ローニング可能となる。本研究では、 mak-1を pMF272上のマルチクローニング
サイトの Sma Iサイト (CCC/GGG)の切断箇所内にクローニングするため、アカパ
ンカビの野生株のゲノム DNAから mak-1を PCR増幅する際に Sma Iサイト内のそ
れぞれ一部 (3塩基 :CCC or GGG)と pMF272に特異的な配列を付加したプライマ
ーペアを使用した。得られた mak-1の PCR産物を Wizard SV Gel and P CR Clean-Up
S ys tem (P romega ) を使用してアガロースゲルから抽出し、Sma I処理した pMF272
と混合して In -Fus ion Cloning反応 (50℃、20分 )を行うことによってクローニング
し、 pMAK-1-sG FPを構築した。
Table 3. Primers for pMAK-1-sGFP construction
Primer name Primer sequence (5′→3′) 
mak-1-gfp F2 aactagtggatccccATGGCTGATCTCGTGGGTCG
mak-1-gfp R2 catgttaattaacccCATGCCACCAAGCTCGGCCT
pMF272 gfp F1 acgtaaacggccacaagttc
pMF272 gfp R1 ttctcgttggggtctttgct
mak-1 sequence from wild-type genome DNA were amplified with the 2 primers, mak-1-gfp F2 and mak-1-gfp R2, using PCR.
The underlined sequences are 15 bp overlaps required for recombination (pMF272 specific sequence and partial SmaI-site) that were
added to allow for the directional insertion of the PCR products into the pMF272 vectors using In-Fusion HD Cloning reaction.
pMF272 gfp F1 and pMF272 gfp R1 were used to confirm N. crassa transformant.
Fig. 8 . Map of pMF272 and pMAK -1-sGFP
M C S i n m a p o f p M F 2 7 2 i n d i c a t e s m u l t i c l o n i n g s i t e c o n t a i n i n g S m a I - s i t e
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pMAK-2-YFPの構築
pMAK-2-Y FP (Fig . 9 )の構築に使用したプライマーを Table 4に記した。また、
発現ベクターは FGSCから入手した pYFP (FGSC#675 , GenBank:EF661030 , Fig . 9 )
を使用した。 pYFPも pMF272と同様に、 ccg-1 promoterが含まれている。 mak-2
を pYFP上のマルチクローニングサイトの Sma Iサイト (CCC/GGG)の切断箇所内
にクローニングするため、アカパンカビの野生株のゲノム DNAから mak-2を P CR
増幅する際に Sma Iサイト内のそれぞれ一部 (3塩基 :CCC or GGG)と pYFPに特異
的な配列を付加したプライマーペアを使用した。得られた mak-2の P CR産物を
Wizard SV Gel and P CR Clean-Up S ys tem (Promega) を使用してアガロースゲル
から抽出後、 Sma I処理した pYFPと混合し、 In -Fus ion Cloning反応 (50℃、 20分 )
によりクローニングした。
Table 4. Primers for pMAK-2-YFP construction





mak-2 sequence from wild-type genome DNA were amplified with the 2 primers, mak-2-yfp F2 and mak-2-yfp R2, using PCR.
The underlined sequences are 15 bp overlaps required for recombination (pYFP specific sequence and partial SmaI-site) that were added
to allow for the directional insertion of the PCR products into the pYFP vectors using In-Fusion HD Cloning reaction.
pYFP F1 and pYFP R1 were used to confirm N. crassa transformant.
Fig. 9 . Map of pYFP and pMAK -2-YFP
M C S i n m a p o f p Y F P i n d i c a t e s m u l t i c l o n i n g s i t e c o n t a i n i n g S m a I - s i t e
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アカパンカビの形質転換法
形質転換においては Gene P ulse r I I E lec t ropora t ion S ys tem (B IO -RAD
Labora tor ies , Hercu les , CA)を用いたエレクトロポレーション法により、遺伝子
断片を導入した。まず、アカパンカビの his -3株 (FGSC #6103)を 0 .2 mg /mlヒスチ
ジン含有グリセロール完全培地で室温条件下、 10日間培養し、大量の分生子を
回収した。 1M ソルビトールで 3回洗浄後、 1M ソルビトール 500  l に懸濁し、
マイクロチューブに移し、遠心分離 (10 ,000g , 4℃ , 1分間 )した。沈殿した分生子
と上清の比が 2:1となるように上清を捨て、再度、十分にボルテックスで混合し、
濃度の高い分生子懸濁液を準備した。その胞子液から 40  lの胞子液を新しいマ
イクロチューブに採取して、遺伝子導入断片 (Dra I処理により線状化したプラス
ミド )を 300 ng (添加量 :3～ 5  l )加えて混合した後、 5分間氷冷した。 Gene P ulse r
のエレクトロポレーション条件を CAPACITANCE:50 F, RESOSTANCE: 200
ohmns , SET VO LTS:7 .5 kV/cmに設定し、胞子液 40  lと遺伝子導入断片の混合物
をエレクトロポレーション専用キュベットに全量加えて、エレクトロポレーシ
ョンを行った。氷冷 1M ソルビトール 960  lを同キュベットに加えて穏やかにピ
ペッティングで混合して 1M ソルビトールが入っていたマイクロチューブに全
量を回収して 10分間氷冷した。このうち、 250  l～ 1 mlを Top agar (2% Sorbose ,
1M Sorb i to l , 1×Vogel ’s Solu t ion , 1 .5 w/v% Agar)に混ぜて、ソルボース含有
Vogel ’s 寒天培地上に展開し、 30℃で 3日間培養した。パスツールピペットを使
用して、生育してきたコロニーを VM寒天培地にピックアップし、 1週間程度培
養した。本章で使用した pMF272, pY FPはアカパンカビの his -3座に 2箇所の相同
組み換えにより組み込まれるよう、his -3座が一部改変されたゲノム配列が使用




遺伝子座への導入断片の挿入を確認後、 S ynthe t ic c ro ss (SC)培地 (0 .1 w/v%
Glucose , 1×SC solu t ion) (Wes te rgaard e t a l . , 1947) 上で野生株と交配することに
よりホモカリオン化し、目的の形質転換体を取得した。
GFP or YFP融合タンパク質発現株の観察方法
観察には共焦点レーザースキャン顕微鏡 (Car l Ze is s LSM-510)を使用した。菌
糸の観察では VM固体培地 (3 w/v%寒天 )上に GFP融合タンパク質発現株の分生
子を接種し、 28℃、 14～ 18時間、前培養した。伸長した菌糸先端をスパーテル
やメス刃を用いて培地ごと切り取り、滅菌水を 10  l滴下したスライドガラス
(MATSUNAMI NEO, 25×60mm)上に、菌体面が下向きになるように乗せてキム
ワイプで余分な水分を除いた。 GFP蛍光の検出は、励起光及び蛍光フィルター
をそれぞれ Exci ta t ion 488 nm / E miss ion 530 nm に設定して観察した。 YFP蛍光
の検出は、励起光及び蛍光フィルター Exci ta t ion 514 nm / E miss ion 527 nm に設
定して観察した。
細胞核染色
細胞核の染色には、 DAP I (4 ' ,6-diamidino-2-phenyl indole -HCl )を使用した。
上述と同様に、培地ごと切り出した菌糸を固定液 (3 .7% パラホルムアルデヒド ,
0 .1 M P BS (pH7.4) )に 30秒間浸し、 PBSで 15秒間洗浄後、 0 .5～ 1 g/ml DAP Iで 2
分間、遮光条件下で染色した。新たに準備した PBSで 2回洗浄した。DAP I蛍光の
検出は、共焦点レーザースキャン顕微鏡 (Car l Ze is s LSM-510)を使用し、励起光
及び蛍光フィルター Exci t a t ion 364 n m / E miss ion 454 n m に設 定して観察した。
細胞壁染色
細胞壁の染色には Calcof luor Whi te (C FW)を使用した。上述と同様に、伸長し
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た菌糸先端をスパーテルやメス刃を用いて培地ごと切り取り、スライドガラス
(MATSUNAMI NEO, 25×60 mm)上に 0 .1～ 1 .0 mg/ml C FWを 10  l滴下し、そこに
菌体面が下向きになるようスライドガラス上に乗せてキムワイプで余分な水分
を除いた。 CFW蛍光の検出は、共焦点レーザースキャン顕微鏡 (Car l Ze i ss
LSM-510)を使用し、励起光及び蛍光フィルターをそれぞれ Exci ta t ion 405 nm /
Emiss ion 475 nm に設定して観察した。
Polymerase chain reaction (PCR)
ベクター構築においては、 P hus ion ® High-Fide l i ty DNA P olymerase (NEB)を使
用した。遺伝子破壊株の遺伝子破壊の検出においては、 KAPA Taq EXtra DNA
P olymera se (日本ジェネティクス )を使用した。これらの DNA polymera seを使用
した PCR反応は、各付属のマニュアルに従って、PCR反応液を調製し、PCR反応




アカパンカビは 3種類の MAPキナーゼ（ MAP K,MA K-1, MA K-2, OS-2）をもっ




生育長に対する各破壊株の菌糸生育比率で示した (Fig . 10)。
野生株を Vogel ’s 最少寒天培地上で生育させると、接種源から円形状に菌糸
が生育し、培養シャーレに菌糸がいっぱいになるまで (約 24時間 )は、栄養成長
を続け、無性生殖にあたる分生子形成はほどんど認められない。これに対して、




Fig. 10 . Compar i son of morphology of wi ld -type , mak-1 , mak-2 , and os -2 .
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認められた (Fig . 10B )。出芽酵母において交配能を制御することで知られる
Fus3 /Kss1のオルソログ MAK-2の破壊株 mak-2は、培養開始直後 (培地上への接
種地点 )から分生子形成を伴いながら菌糸を伸長し、菌糸生育は、mak-1よりは
早い生育度を示したが、野生株の 40%程度の生育遅延を示した (Fig . 10A, B)。最
後に、出芽酵母の浸透圧応答経路の Hog1 MAPキナーゼのオルソログである
OS-2の破壊株 os-2は、最少寒天培地上での菌糸生育や形態形成は、野生株と顕
著な差は認められなかった (Fig . 10A, B)。
各 MAPキナーゼ破壊株の分生子形成を調べるために、分生子形成培地（グリ
セロール完全培地）に接種後、10日間培養後に形成された分生子数を比較した。
野生株では、培養あたり約 1 .4×10 8個 /mlの分生子が回収されたが、 os-2及び
mak-2では、野生株よりもやや分生子形成が抑制されていたものの、 1 .0×10 8
個 /ml 以上の分生子が回収された。一方、mak-1は 3種類の破壊株の中で最も顕
著に分生子形成が抑制され、野生株の半数以下であった (Fig . 11A)。そこで、
mak-1の分生子を顕微鏡で観察した。野生株、 os-2及び mak-2では、菌糸か
ら直接形成される小型分生子 (mic ro conid ia )と分生子柄上に形成される大型分
生子 (macro con id ia )が認められた。一方、mak-1は正常な 2種類の分生子に加え
て、一般にはほとんど見られない菌糸様分生子 ar th rocon id iaが数多く形成され
Fig. 11 . Conid ia l morphology in mak-1 .
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まず、酵母や A.n idu lansの研究で CWI経路の活性化を促すことが知られている
be ta -1 ,3 -グルカン合成酵素阻害剤に着目し、本研究では、細胞壁を損傷させる
薬剤としてアカパンカビに高い抗菌活性を示した micafung inを採用した。
Micafung inに 対 す る感 受 性 の評 価 は 1/10に 段 階 的に 希 釈し た分 生 子 懸濁 液 を、
薬剤含有培地にスポットしてコロニー形成の有無を観察した (Fig . 12)。その結
果、 3種類の遺伝子破壊株のうち、 os-2は、野生株と同等の感受性を示した。
一方、 mak-1と mak-2は、 be ta -1 ,3 -グルカン合成酵素阻害剤 micafung inに対し
て、野生株よりも高い感受性を示すことが明らかになった。両者の比較では、
当初 CWI経路に最も関与していると予測していた mak-1よりも有性生殖に関
与する mak-2の方がより顕著な micafung in感受性を示した (Fig . 12)。
MAPキナーゼは MAPKKキナーゼと MAP Kキナーゼからなる MAPキナーゼカ
スケードを形成する。MAPキナーゼの活性化にはこの上流にあたる MAP KKキナ
Fig. 12 . Sens i t ivi t y o f 3 MAPK disruptant s to micafungin .
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ーゼと MAP Kキナーゼが必要である。このことから、 MAK-1カスケードの破壊
株である mik-1（ MAP KKキナーゼ）、 mek-1（ MAP Kキナーゼ）についても
micafungin感受性試験を行ったこところ、 mak-1と同レベルの感受性を示すこ
とが明らかになった。さらに、MAK-2カスケードの破壊株である nrc-1（ MAP KK
キナーゼ）、mek-2（ MAP Kキナーゼ）も、mak-2と同レベルの顕著な micafungin
感受性が認められた (Fig . 13)。
micafungin以外の細胞壁損傷剤について、 mak-1及び mak-2が感受性を示
すかについて検討した。その結果、界面活性剤である SDS (sodium dodecyl
su lpha te )に対しても mak-1及び mak-2は高感受性を示すことが明らかになっ
た (Fig . 14)。キチン生合成阻害剤である polyox in Dにも mak-1が感受性を示した。
しかし、興味深いことに、 mak-2は polyoxin Dにはほとんど感受性を示さなか
Fig. 13 . Sens i t ivi t y o f MAK-1 or MAK -2 pathway dis ruptant s to micafungin .
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った。キチンやグルカンに結合して生育を阻害するタイプの薬剤である
Calcof luo r Whi te (C FW)や Congo Red (CR)に対しては、 mak-1と mak-2のいず
れも感受性を示さなかった。ただし、アカパンカビは他の糸状菌類と比べて、
C FW や CR に対して強い耐性を示しており、薬剤の溶解限界の高濃度でも野生
株の生育にほとんど影響が認められなかったことから、これらの剤に対する破
壊株の影響を正当に評価できていない可能性もある。なお、os-2は、いずれの
細胞壁損傷剤に対しても野生株と同程度の感受性を示し (da ta no t shown)、細胞
壁損傷剤に対する応答に OS-2は関与していないと考えられた。
以上をまとめると、 3種類の MAPキナーゼの遺伝子破壊株のうち、 mak-1欠損
が菌糸生育や分生子形成に比較的大きな影響を与える。一方、細胞壁損傷剤に
Fig. 14 . Sens i t ivi t y o f mak-1 and mak-2 to ce l l wal l damaging agents .
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対する感受性は、 mak-1と mak-2の両者が、少なくとも micafunginや SDSに対
して感受性となった。特に、mak-1よりも mak-2の方がより強い感受性を示す
という意外な結果が得られた。さらに、 mak-1は polyox in Dに対しても高感受
性であった。このことは、 MAK-1と MA K-2が CWIに何らかの役割を果たしてい






MAK-1および MA K-2が細胞壁損傷剤 micafunginによりリン酸化を受けるかを
検討した。まず、MA K-1と MA K-2をウェスタンブロッティング法により検出す
るための抗体 (材料と方法参照 )の特異性を野生株、 mak-1および mak-2から調
製したタンパク質を使用して検証した。リン酸化の有無に関わらず、 MAK-1及
び MAK-2を検出できる一次抗体について、市販されている動物の MAPキナーゼ
ERK-1や ER K-2を認識する抗体を用いて調べた。その結果、 Ant i -MAP kinase
(ERK1, ER K-2 ) an t ibody produced in rabb i t (S igma Ald r ich , S t . Louis , MO, M5670)
を用いると MAK-2を特異的に検出できることが確認された。一方、入手可能な
いずれの抗体も MAK-1を検出することはできなかった。現段階では、リン酸化
された MA K-1は検出 できるが、 MA K-1タ ンパク量を見積もることは で き な い 。
これらの抗体を使用してウェスタンブロッティング法により、 micafung in処理
条件下における MAK-1と MA K-2のリン酸化レベルを解析した。




MAK-2のリン酸化レベルを検出した (Fig . 15)。その結果、 MAK-1は、分生子の
発芽 4時間から 18時間の菌糸生育において、顕著なリン酸化が認められた。Tota l
MAK-1を検出できる抗体がないため、MAK-1量の変動との関係は不明であるが、
少なくともこの栄養増殖期間でのリン酸化に変動は認められなかった。一方、
MAK-2も培養 4時間 (胞子発芽 )から 8時間までは顕著なリン酸化が検出された
が、 12時間でやや減少し、 16～ 18時間では MAK-2のリン酸化は、ほぼ完全に消
失した (Fig . 15)。なお、 Tota l MA K-2量に変動は認められなかった。
このことから、 MA K-1は栄養成長におい て構成的に活 性 化 さ れ て お り 、 一 方 、
MAK-2のリン酸化は生育過程による影響を受けることが明らかになった。出芽
酵母の Mpk1 MAPキナーゼは細胞壁の損傷によってリン酸化 (活性化 )し、下流の
細胞壁合成酵素遺伝子群の発現誘導により、 CWI経路が活性化される ( Jung e t
a l . , 1999; Levin , 2005 , 2011)。そこで、アカパンカビにおいても MAK-1が細胞壁
の損傷によってリン酸化するのかを検証した。野生株 , mak-1株 , mak-2株を 16
時間培養した菌糸体に 1 g/ml micafung inを 2時間処理し、無処理のリン酸化状
態と比較解析した。MAK-1は野生株の菌糸生長過程において無処理でも顕著に
活性化されており、 micafung in処理により MAK-1のリン酸化シグナルが強くな
ることはなかった。ただし、P ark e t a l . , (2008)は、MA K-1のリン酸化レベルは、
Fig. 15 . Phosphoryla t ion leve l of MAK -1 and MAK -2 from conid ia l
germina t ion to hypha l deve lopment in wi ld-type s t ra in .
*M C F G : 1g / m l m i c a fu n g i n
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micafung inと同様の作用機作を示す acu leac in A (be ta -1 ,3 -グルカン合成酵素阻害
剤 )処理によって上昇することを報告している。回数を重ねて試験を行ったが、
本研究では野生株の無処理条件のリン酸化レベルが強く、 micafungin処理によ
るリン酸化レベルの増加は認められなかった。一方、 Fig . 15に示した通り、
MAK-2のリン酸化は、培養 16時間後の菌糸に micafung in処理を 2時間行ったとこ
ろ、顕著なリン酸化が認められた (Fig . 15)。次に、MA K-1カスケードの各破壊
株 (mik-1 , mek-1 , mak-1 )と MAK-2カスケードの各破壊株 (nrc-1 , mek-2 ,
mak-2 )を用いて MAK-1と MA K-2のリン酸化レベルを検証した (Fig . 16)。
MAK-2は野生株の菌糸では活性化されていなかったが、 micafungin処理によ
ってリン酸化が誘導された。同様の現象は、 MAK-1カスケードの各破壊株
(mik-1 , mek-1 , mak-1 )においても認められ、 micafung in処理によって MAK-2
は顕著にリン酸化された。この MAK-2のリン酸化は、mak-2のみならず、MAK-2
カスケードの破壊株 (nrc-1 , mek-2 )でも完全に消失した。以上のことから、
MAK-2は mica funginによる細胞壁の損傷に応答してリン酸化されるが、そのリ
ン酸化は、 MAK-2カスケードの MAP KKK (NRC-1) , MAP KK (MEK-2)に依存的し
ていることが明らかになった。
一方、 MAK-1は野生株の菌糸では無処理でもリン酸化されていたが、そのリ
Fig. 16 . Phosphoryla t ion leve l of MAK -1 and MAK -2 in wi ld -type ,
mik-1 , mek-1 , mak-1 , nrc-1 , mek-2 , and mak-2 .
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ン酸化は mak-1のみならず、mik-1と mek-1でも完全に消失した。MAK-1カス
ケードの各破壊株に micafung inを処理しても MAK-1のリン酸化は認められなか
った。このことから、 MAK-1のリン酸化は MAK-2の場合と同様に、同一カスケ
ード内の MAP KKK (MIK-1 )と MAP KK (MEK-1)が必須であることが明らかにな
った。興味深いことに、野生株の菌糸で認められた MAK-1の恒常的なリン酸化




検証した。その結果、OS-2のリン酸化は、OS-2活性化剤である殺菌剤 f lud ioxon i l
により誘導されたが、 micafung in処理ではリン酸化されなかった (Fig . 17A)。ま
た、 MAK-1及び MA K-2のリン酸化レベルの f lud ioxon i l処理による変動は認めら
れなかった (Fig . 17B)。このことから、MAK-1や MA K-2は殺菌剤や浸透圧への応
答にほとんど関与していないことが考えられる。
以上のことから、 MAK-1と MA K-2は、共に、 micafung in処理による細胞壁ス
Fig. 17 . Effec t of f ludioxoni l on phosphoryla t ion s ta tus of 3 MAPKs.






















ける遺伝子発現量を定量 RT-P CRにより比較した。なお、選抜した 12種類の細胞
壁合成遺伝子は、糸状菌 A. n idu lans において、グルカンやキチン合成に関わる
酵素であることが報告されている遺伝子のホモログである (Tab le 5)。
39





おける各遺伝子の発現量を解析した。無処理での発現量は、 ge l -1 を除く 11種
類の遺伝子の CP値は 30サイクル以下であることから、比較的高発現しているこ
とが明らかになった。次に、 micafung in処理によりこれらの 12種類の細胞壁合
成酵素遺伝子の転写量に与える影響を調べた。いずれの遺伝子も無処理と
micafung in処理の CP値の差（ CP値）は 2サイクル以内であり、発現量の変化が
4倍を超える遺伝子はなかった。しかし、 micafung in処理によって ags-1 , f k s -1 ,




Table 5. List of selected cell wall synthase genes in this study
N. crassa Homologous to A. nidulans
Genes NCU locusa Putative gene product Genes ANID b
ags-1 NCU02478 alpha-1,3-glucan synthase Ags2 agsA ANID_05885
ags-2 NCU08132 alpha-1,3-glucan synthase Ags2 agsB ANID_03307
fks-1 NCU06871 1,3-beta-glucan synthase component GLS1 fksA ANID_03729
gel-1 NCU01162 glycolipid-anchored surface protein 5 gelA ANID_07657
gel-2 NCU06781 1,3-beta-glucanosyltransferase Gel2 gelB ANID_00558
gfa-1 NCU11350 glucosamine-fructose-6-phosphate aminotransferase gfaA ANID_10709
chs-1 NCU05239 chitin synthase A chsA ANID_07032
chs-2 NCU03611 chitin synthase-1 chsB ANID_02523
chs-3 NCU04251 chitin synthase-3 chsC ANID_04566
chs-4 NCU09324 chitin synthase-4 chsD ANID_01555
chs-5 NCU04352 chitin synthase-5 csmA ANID_06318
chs-7 NCU04350 chitin synthase-7 csmB ANID_06317
a) Gene locus ID in Neurospora crassa database (Broad Institute)
b) Gene locus ID in Aspergillus database (Broad Institute)
40
これらの遺伝子の基礎発現には関与していないことが明らかになった。しかし、
micafung in処理をした mak-1においては、野生株で認められた ags-1 , f k s -1 , g fa-1 ,
chs-2 , chs -3 , chs -4 , chs-5 , chs -7の発現誘導が、減少あるいは消失した。一方、
mak-2では、野生株で micafung in処理により 2倍以上の発現が誘導された 5遺伝
子 ags-1 , f k s -1 , g fa-1 , chs-2 , chs -3のうち chs -3以外の誘導は野生株と同様に認め







Table 6. Expression analysis of 12 cell wall biogenesis-related genes by quantitative real-time RT-PCR (CP values a).
Wild-type mak-1 mak-2
Genes Control Micafunginb CPc Control Micafunginb CPc Control Micafunginb CPc
ags-1 26.2 (0.1) 24.8 (0.1) 1.4 (0.2) 27.0 (0.1) 26.5 (0.4) 0.5 (0.5) 27.0 (0.4) 25.7 (0.8) 1.3 (0.5)
ags-2 26.8 (0.1) 26.5 (0.2) 0.3 (0.2) 27.0 (0.1) 27.1 (0.0) -0.1 (0.1) 26.9 (0.3) 26.8 (0.4) 0.1 (0.4)
fks-1 23.5 (0.2) 22.4 (0.2) 1.1 (0.2) 23.9 (0.2) 23.7 (0.5) 0.2 (0.3) 24.0 (0.3) 23.0 (0.3) 1.0 (0.6)
gel-1 32.3 (0.2) 31.4 (0.5) 0.9 (0.4) 32.6 (0.7) 31.9 (0.8) 0.7 (1.3) 32.7 (0.3) 32.5 (0.4) 0.2 (0.7)
gel-2 25.5 (0.3) 25.4 (0.1) 0.1 (0.2) 25.5 (0.2) 26.1 (0.7) -0.6 (0.5) 25.8 (0.4) 25.7 (0.2) 0.1 (0.6)
gfa-1 24.0 (0.1) 22.8 (0.2) 1.2 (0.1) 24.8 (0.1) 24.6 (0.3) 0.2 (0.3) 24.0 (0.7) 23.0 (1.0) 1.0 (0.5)
chs-1 28.9 (0.2) 28.6 (0.1) 0.3 (0.2) 28.9 (0.1) 28.9 (0.3) 0.0 (0.2) 29.3 (0.4) 29.1 (0.6) 0.2 (0.6)
chs-2 25.7 (0.1) 24.4 (0.1) 1.3 (0.1) 25.8 (0.1) 25.4 (0.3) 0.4 (0.4) 26.7 (0.6) 25.7 (0.9) 1.0 (1.1)
chs-3 25.8 (0.2) 24.8 (0.3) 1.0 (0.2) 25.8 (0.2) 25.2 (0.3) 0.6 (0.3) 26.6 (0.7) 26.4 (0.8) 0.2 (0.7)
chs-4 24.9 (0.1) 24.2 (0.2) 0.7 (0.1) 24.9 (0.2) 25.1 (0.3) -0.2 (0.3) 25.8 (0.7) 25.6 (1.0) 0.2 (0.9)
chs-5 26.3 (0.3) 25.7 (0.1) 0.6 (0.1) 26.6 (0.2) 27.0 (0.5) -0.4 (0.4) 27.1 (0.5) 26.6 (0.9) 0.5 (0.7)
chs-7 23.6 (0.2) 22.8 (0.2) 0.8 (0.2) 23.7 (0.1) 24.1 (0.2) -0.4 (0.2) 24.5 (0.6) 24.2 (0.9) 0.3 (0.7)
mak-1 32.5 (0.1) 32.6 (0.3) -0.1 (0.3) NDd NDd NDd 32.6 (0.1) 32.5 (0.2) 0.1(0.3)
mak-2 22.4 (0.2) 22.3 (0.1) 0.1 (0.2) 22.7 (0.1) 22.5 (0.3) 0.2 (0.3) ND d NDd NDd
actine 20.8 (0.3) 20.4 (0.2) 0.4 (0.3) 20.9 (0.1) 21.0 (0.3) -0.1 (0.3) 20.8 (0.2) 20.9 (0.3) -0.1(0.3)
The values given in parentheses indicate standard deviation.
a) The average crossing point values (CP) in quantitative real-time RT-PCR analysis in three replicated experiments.
RNA samples (total RNA 50 ng) of untreated control in the indicated strains were subject toone-step PCR amplification.
b) Micafungin : 1 g/ml micafungin treatment for 2 hours
c)CP : CP value (control) – CP value (the treated sample)
d) ND : not detected
e) actin : Relative expression of actin gene was shown as reference.
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1-3-4. MAK-1, MAK-2により制御される遺伝子の同定





け除外するため、mica fungin 処理時の菌糸体由来の mRNA シグナル (C y5 s igna l )
数値が 600以上、かつ log (C y5 /C y3) s igna l ( t rea t ed vs . un t rea ted ) ≧ 0 .40の遺伝子
を micafung in誘導遺伝子群とし、 23種類の遺伝子を選抜した (Tab le 7)。
Table 7. Microarray analysis of genes up-regulated by micafungin treatment in wild-type strain
LogRatio Cy3 Signal Cy5 Signal
NCU locus Genes Cy5/Cy3 Control Micafungin qRT-PCR Putative function of protein
NCU00035 dga-1 1.04 138 1560 － diacylglycerol O-acyltransferase
NCU07817 ncw-3 1.00 119 1186 + non-anchored cell wall protein-3
NCU07517 tdt-1 0.93 1123 6850 + related to C4-dicarboxylate transport protein
NCU00399 phiA 0.90 390 3893 + cell wall protein phiA
NCU06114 0.86 530 3808 NT hypothetical protein
NCU02164 0.78 423 2434 NT hypothetical protein
NCU09937 gh76-5 0.77 243 1320 + glycosylhydrolase family 76-5
NCU09263 acw-4 0.75 438 2760 NT anchored cell wall protein-4
NCU07253 gel-4 0.63 551 2802 + 1,3-beta-glucanosyltransferase gel1
NCU07920 lcc2 0.57 470 1527 NT related to laccase 2
NCU09175 egl-1 0.52 2436 8743 + GPI-anchored cell wall beta-1,3-endoglucanase
NCU05395 0.51 1293 4656 NT hypothetical protein
NCU03992 0.48 1875 5788 NT fimbrin
NCU03605 0.47 496 1440 NT amidohydrolase
NCU09024 0.45 467 979 NT hypothetical protein
NCU03611 chs-2 0.44 430 1106 + chitin synthase-1
NCU08897 0.43 2026 5222 NT protein transporter SEC61 subunit alpha
NCU05137 ncw-1 0.42 493 1554 + non anchored cell wall protein-1
NCU08607 0.42 682 1770 NT ER-Golgi intermediate compartment protein 3
NCU06773 0.41 464 1190 NT hypothetical protein
NCU07569 0.41 408 1194 NT hypothetical protein
NCU00811 0.40 4485 11208 NT hypothetical protein
NCU06327 0.40 581 1631 NT benzoate 4-monooxygenase cytochrome P450
These genes were selected by the following condition; ≧0.4 LogRatio of micafungin treated/untreated signal intensity
(Cy5 signal/Cy3signal) and ≧900 treated signal intensity. +: up-regulation confirmed by qRT-PCR, －: up-regulation not
detected by qRT-PCR, NT: not tested
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これらの遺伝子群の中には、前項（ Table 6）で micafung in処理によって発現
量が約 2倍上昇することを確認した chs-2 (ch i t in syn thase -2) が含まれていた。こ
の 23種類の遺伝子群の中から、そのアミノ酸配列が CWI に関連する可能性が高
いと考えられる遺伝子群に着目し、chs-2 を除き、さらに 8種類の遺伝子 (dga-1 ,
ncw-3 , td t -1 , phiA , gh76-5 , ge l -4 , eg l -1 , ncw-1 )に着目した。これら 8種類の遺伝子
発現量を定量 RT-P CRにより確認するとともに、各遺伝子の発現誘導が MAK-1
と MAK-2の制御を受けているのかを検証した (Fig . 18)。
その結果、 dga-1を除く 7種類の遺伝子が野生株において、 micafungin処理に
より発現量が少なくとも 2倍以上、上昇した。細胞壁合成において be ta -1 ,3 -g lucan
の側鎖の伸長に必要となる be ta -1 ,3 -g lucanosyl t ransfe raseをコードする ge l -4は、
micafung in処理によって発現量が少なくとも 4倍以上上昇した。この誘導は、
mak-1や mak-2でも認められたことから、MAK-1と MA K-2の制御を受けいてい
ない誘導であることが明らかになった。一方、 ncw-1 (non -anchored ce l l wa l l
Fig. 18 . Micafungin誘導遺伝子の MAK -1 , MAK -2依存性
縦 軸 ： 無 処 理 条 件 の 発 現 量 に 対 す る mi c a f u n g i n 処 理 条 件 下 の 相 対 的 発 現 量
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pro te in -1)と eg l -1 (GPI-anchored endo -g lucanase)は、mica fungin処理によって転写
量が 2倍上昇し、この発現誘導は野生株のみでなく mak-2でも同様に認められ
たが、mak-1においては完全に消失した。従って、ncw-1と eg l -1の 2遺伝子の発
現誘導は、 MA K-1依 存的に制御されていることが明ら か に な っ た 。 対 照 的 に 、
gh76-5 (a lpha -1 ,6 -mannanase)と td t -1 (pu ta t ive C4-d icarboxyla te t r anspor te r /mal ic
ac id t ranspor t p ro te in ) の発現量は、野生株と mak-1においては、 micafung in処
理によって 4倍以上上昇したが、 mak-2 では micafung in処理条件下でも転写量
の増加は認められなかった。このことから、 gh76-5 , td t -1の発現誘導は MAK-2
に依存的であることが判明した。また、micafungin処理によって、ce l l wal l p ro te in
ph iAをコードする phiAと non-ancho red ce l l wal l p ro te in -3をコードする ncw-3の発
現量が 20倍以上上昇した。これら 2種類の遺伝子 (phiA , ncw-3 )の mica fungin処理
による発現誘導は、 mak-1や mak-2 においても認められたが、野生株におけ
る誘導に比べて、mak-1や mak-2の両方で顕著に低下していた。この遺伝子は、

















(Fle i ssner e t a l . , 2009; Fu e t a l . , 2011 ; Det tmann e t a l . , 2013 )。また、 3種類の MAP
キナーゼは、pro toper i thec iaの形成過程ではその中央部分に多く局在することが
示されている (Lich ius e t a l . , 2012)。 MAPキナーゼは、 90年代の哺乳類培養細胞
を用いた研究によって、細胞を増殖因子による刺激によって活性化したとき、
MAPキナーゼが一過的に細胞質から細胞核へと局在を変化させることが明ら
かにされている (Chen e t a l . , 1992; Leno rmand e t a l . , 1993)。そこで、 MAK-1と
MAK-2の局在性がどう変化するのかを調べるため、まず、 mak-1および mak-2遺
伝子の下流にそれぞれ sg fp（改良型 G FP）および y fp遺伝子を連結したキメラ遺
伝子をもつプラスミドを構築した。各プラスミドをアカパンカビの his -3座に組





ることが良く知られていることから、 MAK-1を示す G FP蛍光が核に存在してい
るかを検証した。核染色に使用される DAP Iとの二重染色を行った結果、 GFP蛍










次に、 MAK-2-Y FP株を用いて、 MAK-2の局在性について解析した。 VM培地
上では、 MAK-1と異なり、菌糸の先端部や隔壁といった特定箇所への局在は認
められず、液胞を除く細胞質に均一に分布しており、MAK-2-YFP蛍光（黄）は
細胞質に散在していた (Fig . 21)。
Fig. 19 . MAK -1 loca l iza t ion on Vogel ’s agar medium.
Fig. 20 . MAK -1 loca l iza t ion in micafungin -t rea ted mycel ia .
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では、隔壁が過度に形成されるが、 MAK-2-Y FPは、 Fig . 22Bのようにその隔壁
の中央部においても局在が認められた。そのため、細胞壁を染色する CFWとの
二重染色を行ったところ、隔壁が CFWによって染色された箇所 (青色 )と
MAK-2-Y FPが一致していなかったことから、この MAK-2-Y FPの局在箇所は隔壁
ではなく隔壁孔であることが明らかになった。さらに、菌糸内容物の漏出が認
めらるほどの、細胞壁が顕著に損傷した菌糸においては、細胞核と隔壁孔、両
方への局在も認められた (Fig . 22C)。
Fig. 21 . MAK -2 loca l iza t ion on Vogel ’s agar medium.
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Fig. 22 . MAK -2 loca l iza t ion in micafungin -t rea ted hyphae .
A)細胞核への局在(凶cafungin処理)
B)隔壁孔への局在(micafungin処理)



















与する CDC42 (rho type GTP ase)－ RAC (sma l l GTP ase)－ CDC24 (rho guanyl
nuc leo t ide exchange fac tor )経路の CDC42オルソログである CDC-42が隔壁に局在
し、この経路の他の構成因子と協調的に機能することで、菌糸の伸長や分岐過
程において、菌糸の極性生長とその維持に寄与することが明らかになっている
(Araujo -P a lomares e t a l . , 2011)。出芽酵母では、この CDC24経路下流に Fus3 /Kss1




第 2 章 浸透圧応答経路の MAP キナーゼ OS-2 による
細胞壁関連遺伝子の発現制御
2-1. 緒言
アカパンカビの OS-2 MAPキナーゼカスケードは、 OS-4 (MAP KKK)－ OS -5
(MAP KK)－ OS -2 (MA P K)から構成され、浸透圧応答経路 (OS経路 )のコアとして
機能する。 OS経路は His -Aspリン酸リレー系 (h is t id ine k inase OS-1－
phosphot ransfe r p ro te in HP T-1－ Response regu la to r RRG-1)と下流の OS-2 MAPキ
ナーゼカスケードから成る (Zhang e t a l . , 2002; Fu j imura e t a l . , 2003; Banno e t a l . ,
2007)。 OS経路の構成因子のうち、 HP T-1を除く遺伝子変異株 (os-1 , rrg-1 , os -4 ,
os-5 , os -2 )は、 NaClや sorb i to lによる高浸透圧に対して高い感受性を示す (Ochia i
e t a l . , 2001; Mi l le r e t a l . , 2002 ; Zhang e t a l . , 2002; Fu j imura e t a l . , 2003)。アカパ
ンカビの野生株はジカルボキシイミド系殺菌剤 ( ip rod ione)やフェニルピロール
系殺菌剤 ( f lud ioxoni l )に対して高い感受性を示すが、os変異株は、全て耐性を示
すことが明らかになっている (Zhang e t a l . , 2002; Fuj imura e t a l . , 2003)。
Fig. 23 . OS pathway in Neurospora crassa .
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OS-2 MAPキナーゼは高浸透圧処理や殺菌剤である f lud ioxon i l処理によって
リン酸化 (活性化 )されることが明らかになっており (Yosh imi e t a l . , 2005;
Noguchi e t a l . , 2007)、活性化された OS-2によって転写調節因子 ATF-1が活性化
される。活性型 ATF-1がグリセロール合成酵素遺伝子 (gcy-1 , gcy-3 , dak-1 )、カタ
ラーゼ遺伝子 (c t t -1 , ca t -1 )、 c lock con t ro l led genes (ccg -1 )、青色光応答遺伝子
(bl i -3 )など、様々な遺伝子の発現を制御する (Fig . 23) (Noguchi e t a l . , 2007 ;
Vi ta l in i e t a l . , 2007 ; Watanabe e t a l . , 2007 ; Yamash i ta e t a l . , 2007)。
第 1章において、os-2破壊株は細胞壁損傷剤に対する感受性は野生株と同等で
あり、 OS-2のリン酸化は micafung in処理によって顕著に影響を受けなかったこ
とから、 OS-2は、細胞壁損傷に対する応答への関与は小さいと推定された。し
かし、Terenz iらの研究によって、高浸透圧の生育環境条件から分離されたアカ
パンカビの s l ime 変異株は、細胞壁がほぼ欠如したスフェロプラスト様の形態
を示す (da -S i lva e t a l . , 1994; P ol ize l i Mde l e t a l . , 1995) (Fig . 24A )。この株は、 f z
( fuzzy) , sg ( spontaneous germina t ion) , os-1 (osmo t ic -1)の 3遺伝子における三重変
異を有することが明らかになっており、その 1つとして、 OS経路の浸透圧セン
サー os-1 の変異が含まれている。また、これまでの我々の研究から、 os変異
株の分生子が高浸透圧条件下での長時間培養によって、細胞壁の溶解を伴うア
メーバ様の形態形成を示すことが見出されている (Fig . 24B)。









Table 1の菌株に加えて、本章で新たに使用したアカパンカビの菌株を Table 8
に記した。ge l -1 , ge l -2 , ge l -3 , ge l -4 , ge l -5は、FGSCの網羅的遺伝子破壊株
作成プロジェクトにより作出された破壊株ライブラリーから植えだして使用し
た。転写調節因子 ATF-1の破壊株 (at f -1 )は、山下和宏博士 (東洋大学大学院 )に
より作製された at f -1完全欠損株を使用した (Yamashi ta e t a l . , 2008)。菌株の保持、
培養、感受性試験は、第 1章で行った方法に準じた。
感受性試験では、 be ta -1 ,3 -グルカン合成酵素阻害剤 micafung in (Aste l l as
P harma, Tokyo , Japan)、 OS経路活性化剤である f lud ioxon i l (Wako P ure Chemica l ,
Osaka , J apan) , NaCl , sorb i to lを使用した。 f lud ioxon i lは、 d ime thyl su l fox ide
(DMSO)に溶解して使用した。そのため、DMSOが生育に与える影響を排除する
ため、培地容量の 1/1000以下の量になるよう培地に添加した。
Table 8. The Neurospora strains used in this study
Strain Genotype Reference or sourse
FGSC #12959 mat a; gel-1::Hygr FGSCa
FGSC #12960 mat A; gel-1::Hygr FGSCa
FGSC #12656 mat a; gel-2::Hygr FGSCa
FGSC #12657 mat A; gel-2::Hygr FGSCa
FGSC #12976 mat a; gel-3::Hygr FGSCa
FGSC #12977 mat A; gel-3::Hygr FGSCa
FGSC #12972 mat a; gel-4::Hygr FGSCa
FGSC #12973 mat A; gel-4::Hygr FGSCa
FGSC #12622 mat a; gel-5::Hygr FGSCa
FGSC #12623 mat A; gel-5::Hygr FGSCa
Datf1Ba mat a; atf-1::Bar; mus-52::Hygr Yamashita et al., 2008
a) Neurospora knockout strain from the functional genomics program (Colot et al., 2006)
was obtained from Fungal Genetics Stock Center.
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グルカナーゼ耐性試験




細胞壁溶解酵素に対する感受性を調べるため、各株の分生子 (10 7 ce l l s /ml )を
VM培地で 5時間、 28℃で振盪培養した。胞子の発芽を顕微鏡下で確認後、滅菌
済 1M sorb i to l で 3回洗浄した。洗浄操作は、遠心分離 (2 ,500g , 5分 )により分生子
を沈殿させ、上清を除去する操作を繰り返すことより行った。 5 mg/ml Lys ing
Enzymes (S igma Aldr i ch , S t . Lou i s , MO , L1 412) 含有の 1M sorb i t o l 溶液に移し、
28℃で穏やかに振盪した。振盪開始から 30 , 60 , 90 , 120分後、スフェロプラスト
及びプロトプラストの形成数を血球計算盤を用いてカウントした。
遺伝子発現解析
発芽分生子における遺伝子発現解析では、各株の分生子 (6 .6×10 5 ce l l s /ml )を
VM培地で室温条件下、 4時間の振盪培養後、遠心チューブに移して遠心分離に
より上清 (培地 )を除き、発芽分生子を回収した。また、菌糸体における遺伝子
の発現解析では、各株の分生子 (6 .6×10 5 ce l l /ml)を VM培地に植菌してから室温






定量 RT-P CRは、第 1章に示したプロトコルに準じて行った。定量 RT-P CRに使
用したプライマー及び TaqMan P robeを Table 9に記す。
TaqManプローブの選択及びプライマーの設計には、 Roche Assay Des ign
Cente r (h t tp : / /www.un iversa lp robe l ib ra r y.com)を利用した。
Table 9. List of primer sets and probes used for quantitative real-time RT-PCR
Target gene NCU locus Forward primer (5′→3′) Reverse primer (5′→3′)  Probe # 
gel-1 NCU01162 TCGGGAGGTCTTATGTACGAG GAGCTTGGCAATTCCGTATC 25
gel-2 NCU06781 CTCCGTCCCCGTCTTCTACT GTGAACATACGGGGCTTCA 46
gel-3 NCU08909 TTCTAACAACGCCACCAACA TCTTGGAGTCACGGACAGC 29
gel-4 NCU07253 AGAGATTCTACGTTCGCGGTA GATCGAGGTTGGCAGAAGAA 64
gel-5 NCU06850 GGAGCGGTGCACTCATCTAC ACGAGATCAAGCCGTAGTGG 63
bli-3 NCU07267 GAACAAGCTGCGGGAGATTA ACTTAGTGCGACGACCTCCA 15
chs-4 NCU09324 TCGATTGCAATGACGGACTA ACCATCGCAAATAACGAGGA 5
chs-5 NCU04352 TCGACGAGGTCAGCGAGT CTTGTTCCGATCCCTTGCT 3
chs-7 NCU04350 GTGGTTTGGGATTCCAAGAAG GAACCACGGGTGATTCCA 4
fks-1 NCU06871 TACGGCATGGACTACGGTAA GGGATACGGTTCCTTGGAG 4
rho-1 NCU01484 CCGAGAAGTGGCACTCTGA CCAACGAGGATGATTGGAAC 29
phiA NCU00399 CTCGCAGCACCTCACCTT ATGCGGTACGAGGAGTCG 43
ncw-1 NCU05137 CCTGGCTCAACCAGATCG GGATTAGACCGAGGGGAGAA 25
dlh-1 NCU02124 AGCACGTCGAGACCTTCAA CGCTCGTCCTTCAAGTCG 42
cht-1 NCU08394 CAACTGCTGCAAGCCAGA TACCGCCACGCTTGAATC 32
ogp-1 NCU07569 ACGGTCAGGTTCAAAACGA CACCGATTTGAGTGACAGGA 69
gox-1 NCU09209 GTCCGCGTCTACCATACCC CACCGGCGTTCAAGACTC 18
man-1 NCU07318 GAGGGAACGGAGGAATCG CTCATTGGTGCGAGAGTTGA 9





OS経路は、浸透圧ストレスや殺菌剤 f lud ioxoni l処理により活性化 (リン酸化 )
される。当研究室においては、すでに野生株の菌糸に f lud ioxoni l処理による誘
導遺伝子のアレイ解析 (C y3 s igna l :con t ro l mRNA ; C y5 s igna l : f lud ioxoni l - t rea ted
mRNA)データが存在する。そこで、このデータを利用して、まず、f lud ioxon i l 誘
導遺伝子を選抜した。遺伝子発現プロファイルでは、ノイズレベルのスポット
を除外し、 f lud ioxon i l 処理時の菌糸体由来の mRNA シグナル (C y5 s igna l )数値
が 600以上、かつ log (C y5 /C y3) s igna l ( t r ea ted vs . un t rea ted) ≧ 0 .40 の遺伝子を
f lud ioxon i l 誘導遺伝子群とした。その結果、f lud ioxoni l 処理によって発現量が
2倍以上上昇する 305個の遺伝子が存在し、細胞壁の構築や補強に関与する可能
性があると思われる 9遺伝子を選抜した (Tab le 10)。
これら 9遺伝子のうち、 ORF領域が短いため、 TaqMAN probeの設計が出来な
かった NCU08677を除く 8遺伝子が実際に f lud ioxon i l処理により発現量が増加す
Table 10. Microarray analysis of genes up-regulated by micafungin treatment in wild-type strain
LogRatio Cy3 Signal Cy5 Signal
NCU locus Genes Cy5/Cy3 Control Micafungin qRT-PCR Putative function of protein
NCU07817 ncw-3 1.41 4171 106526 + non-anchored cell wall protein-3
NCU07569 ogp-1 1.16 516 7488 + putative O-glycosylated protein
NCU00399 phiA 0.76 6808 39413 + cell wall protein phiA
NCU09209 gox-1 0.75 424 2388 + galactose oxidase
NCU01162 gel-1 0.61 677 2788 + glycolipid-anchored surface protein 5
NCU02124 dlh-1 0.59 2206 8491 + dienelactone hydrolase
NCU07318 man-1 0.55 576 2063 + mannitol-1-phosphate 5-dehydrogenase
NCU08394 cht-1 0.45 474 1349 + classIII chitinase
NCU08677 0.42 2314 6108 NT hypothetical protein
These genes were selected by the following condition; ≧0.4 LogRatio of micafungin treated/untreated signal intensity
(Cy5 signal/Cy3signal) and ≧600 treated signal intensity. +: up-regulation confirmed by qRT-PCR, －: up-regulation not
detected by qRT-PCR, NT: not tested
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るのかを定量 RT-P CRを用いて精査した。その結果、全 8遺伝子の発現量が
f lud ioxon i l処理によって少なくとも 2倍以上、上昇した (Tab le 10中で qRT-P CRの
項で「＋」表記した遺伝子 )。 f lud ioxon i l処理で誘導された こ れ ら の 遺 伝 子 は 、
4％ NaCl (2時間処理 )による浸透圧ストレスによっても顕著に発現誘導するこ






f lud ioxon i lによって細胞壁関連遺伝子が誘導されていた phiA , ncw-3以外の 6
種類の遺伝子について、発現誘導が OS-2とその下流の転写調節因子である
ATF-1による制御を受けているかを検証するため、野生株、 os-2、 at f -1にお
ける f lud ioxon i l処理時の発現量を定量 RT-P CRを用いて比較解析した。
Fig. 25 . OS-2 , ATF-1依存性遺伝子の特定
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その結果、ge l -1、dlh -1 , ch t -1の 3種類の遺伝子は、野生株においては f lud ioxon i l
処理により発現量が顕著に上昇したが、 os-2と at f -1の両株ではその発現上昇
は 認 め られ な かっ た。 こ の こと か ら、 ge l -1、 dlh-1及 び ch t -1の 発 現 は 、 OS-2－
ATF-1依存的に制御されていることが明らかになった。これらのうち、 ge l -1は
be ta -1 ,3 -g lucanosyl t ransfe rase、 ch t -1は細胞壁の分解に関わる c lass I I I ch i t inase、
dlh-1は diene lac tone hydro laseドメインをもつ酵素をコードする遺伝子である。
ch t -1 と dlh-1の機能は不明であるが、細胞壁の分解に関与するという報告があ
る (T ian e t a l . , 2009 ; Tze lep is e t a l . , 2012)。
一方、ogp-1、gox-1、及び man-1は、at f -1では f lud ioxon i l処理による発現上昇
が 認 め ら れ た が 、 os-2に お い て は 、 そ の 発 現 誘 導 が 完 全 に 消 失 し た こ と か ら
OS-2 MAPキナーゼ制御下にあるが、 ATF-1非依存的であることが明らかになっ
た。ogp-1、gox-1、及び man-1は、それぞれ O -g lycosyla ted p ro te in , ga lac to se oxidase ,









OS-2 MAPキナーゼ－転写因子 ATF-1依存的に発現制御されている ge l -1は、細
胞壁合成に関与する be ta -1 ,3 -g lucanosyl t ransfe raseをコードする遺伝子である。




る (S mi ts e t a l . , 2001; Bowman e t a l . , 2006 ; La tge , 2007)。細胞壁の構成糖や糖タ
ンパク間のネットワークを形成するにあたり、主要な構成糖である be ta -1 ,3 -グ
ルカンはその主鎖から側鎖を分岐し、さらに伸長する。この伸長した be ta -1 ,3 -
グルカンの側鎖にキチンや糖タンパクが結合することによって、強固な細胞壁
が形成される。このときの、分岐した be ta -1 ,3 -グルカン側鎖を伸長する機能を
担う酵素が be ta -1 ,3 -g lucanosyl t r ansfe rase (g lucan e longa t ion :GEL)である (Fig . 26)。
GEL は Glycos ide hydro lase (GH) fami ly 72 に 属 す る 酵 素 で あ り 、
glycosylphospha t idyl inos i to l (GP I)アンカー型タンパクである。GH72 fami ly は酵
母 や 菌 類 間 で 高 度 に 保 存 さ れ て お り 、 細 胞 壁 構 築 に お い て 重 要 な 役 割 を 担 う
(Sapor i to - I rwin e t a l . , 1995; Mouyna e t a l . , 2000a , 2000b , 2005; Tomish ige e t a l . ,
2003; Caro t t i e t a l . , 2004; de Medina -Redondo e t a l . , 2008; Ro l l i e t a l . , 2011)。
すでに述べたとおり、 ge l -1が浸透圧スト レスにより O S -2依存 的に制御され、
ge l -4は MA K-1と MA K-2による制御は受けなかったものの、 micafungin処理によ
り誘導された。アカパンカビのゲノムデータベース (Neurospora crassa Database
a t Broad Ins t i tu te )を検索したところ、 ge l -1と ge l -4の他に 3種類の ge l遺伝子が存
在し、計 5種類の ge l 遺伝子 (ge l -1 , ge l -2 , ge l -3 , ge l -4 , ge l -5 ) が存在することが
明らかになった。まず、これら 5種類の GELタンパクのドメイン構造を比較した
ところ (Fig . 27A)、全ての GELsがその活性に必須の 2つのグルタミン酸残基を
Fig. 26 . Funct ion of GEL in ce l l wal l b iogenes i s .
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GH72ドメイン上に有し、 N末端側にはシグナルペプチド、 C末端には酸性アミ
ノ酸の多い領域が存在した。また、 GELタンパクは、 C末端領域に X8ドメイン
と称される 6つのシステイン残基を含む領域の有無で GH72 +と GH72－ の 2つのサ
ブファミリーに分けることが出来る (Ragni e t a l . , 2007 ; P opolo e t a l . , 2008;
Mazan e t a l . , 2011)。X8ドメインは糖結合ドメインである。アカパンカビにおい
ては、 GEL-3だけが X 8ドメインを有していたことから、 GH72 +ファミリーに属
し、残りの 4種は GH72－ ファミリーであった (Fig . 27A)。また、アカパンカビの
GELsと、出芽酵母、 Candida alb icans、 A. fumigatus , Fusar ium oxysporumの GEL
fami ly (GE L/Gas /P hr)の系統解析を行った (Fig . 27B)。アカパンカビの GEL-1及び
GEL-4は A. fumigatus Gel1と、 GEL-2は A. fumigatus Gel2、 GE L-3は F. oxysporum
の GAS1、 GEL-5は A. fumigatus Gel6とアミノ酸配列の類似率が高く、アカパン
カビの GELsは、病原糸状菌の GELと近縁関係にあることが明らかになった。
注目すべき点として、多くの菌類が複数の GH72 +ファミリーの遺伝子を有す
るのに対して、アカパンカビは 1種類 (GEL-3)しか持たない。また、 ge l 遺伝子
Fig. 27 . Domain s t ruc ture of 5 GELs and phylogeny.
T w o g l u t a m i c a c i d r e s i d u e s e s s e n t i a l f o r t h e c a t a l y t i c f u n c t i o n i n G H 7 2 p r o t e i n s a r e i n d i c a t e d b y
b l o c k t r i a n g l e s . B l a c k b o x e s a n d g r a y b o x e s i n d i c a t e t h e N - t e r m i n a l s i g n a l s e q u e n c e a n d
C - t e r m i n a l h y d r o p h o b i c r e g i o n , r e s p e c t i v e l y . X 8 : X 8 / C B M 4 3 d o m a i n , S : s e r i n e r i c h r e g i o n .
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アカパンカビの野生株と FGSCから取得した 5種類の ge l 破壊株 (ge l -1 ,
ge l -2 , ge l -3 , ge l -4 , ge l -5 )の VM液体培地における分生子形成について比較
した。ge l -2 , ge l -4 , ge l -5の分生子形成には野生株との差異は認められなかっ
た。一方、ge l -1は野生株よりもやや高い気中菌糸を形成し、ge l -3は逆に気中
菌糸がやや抑制されて、mud状の形態を示した (Fig . 28A)。主な糖源を sucroseか
ら sorboseに替えた Vogel ’s 寒天培地上に胞子液をスポットすると、アカパンカ
ビの野生株は、菌糸伸長が抑制されて異常分岐が促進されるため、接種した場
所周辺でコロニー形成をする。これに対し、ge l 破壊株を sorbose培地で 28℃、2
日間培養すると、野生株ではほとんど気中菌糸を伸長させることなく分生子形
成を行うが、全ての ge l 破壊株がコロニー上に気中菌糸を立ち上げた (Fig . 28B)。
sorboseのどのような作用が菌糸の分岐異常を誘導するかは不明な点が多い
Fig. 28 . Compar i son of growth and morphology of gel dis ruptant s .
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が、 sorboseが in v i t roにおいて be ta -1 ,3 -グルカン合成酵素の活性阻害作用を有す
ることが示されている (Mish ra e t a l . , 1972 )。全ての ge l破壊株が sorbose培地上で
形態異常を示したことは、細胞壁構造との関連を示唆していると思われる。
さらに、Vogel ’s 寒天培地上において ge l 破壊株の菌糸の伸長速度を野生株と
比較したところ、唯一の GH72 +ファミリーに属する ge l -3が顕著な生育遅延を示
し、 ge l -1 にやや生育の遅延が認められた (Fig . 29)。その他の ge l -2 , ge l -4 ,
ge l -5は野生株と同等の生育速度であった (da ta no t shown)。植物病原菌 F.
oxysporum の be ta -1 ,3 -g lucanosyl t rans fe raseをコードする Gas1 （ GH72 +ファミリ
ー）の欠損株も生育遅延を示すが、この生育遅延は sorb i to lの添加による培地の
浸透圧上昇よって回復することが報告されている (Caracue l e t a l . , 2005)。また、
ge l -1 が浸透圧誘導遺伝子であることから、浸透圧応答に不全がある可能性が考
えられた。そこで、生育遅延が認められた 2株（ ge l -1 , ge l -3）について、1 .2M
sorb i to lを含有する培地上での生育を調べたところ、野生株も含めコントロール
よりも生育が抑制されたが、それぞれの株の基礎生育速度を反映しており、両
株ともに浸透圧ストレス感受性は野生株と同等であると判断された ( F ig . 29 )。
Fig. 29 . The mycel ia l growth of gel -1 and gel -3 dis ruptant s on VM medium.
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次に、ge l -1が浸透圧応答を担う OS経路依存的に制御されていたことから、ge l
破壊株の浸透圧 (NaCl , f lud ioxoni l )と殺菌剤 f lud ioxoni lに対する感受性を調べた。
また、GELは細胞壁合成系酵素であることから、細胞壁損傷剤である micafung in
に対する感受性を菌糸長を測定することにより調べた (Tab le 11)。
いずれの ge l 破壊株も、 NaClや sorb i to lによる高浸透圧及び殺菌剤 f lud ioxon i l
に対する感受性は野生株と有意な差は認められなかった。ただし、 ge l -1及び
ge l -3は micafung inに対しては、やや耐性を示した。
2-3-5. gel 破壊株の細胞壁損傷剤に対する感受性
F. oxysporum Gas1欠損株は、グルカナーゼやキチナーゼなど様々な細胞壁溶
解酵素の混合物である Lys ing enzymes (LE ) に対して耐性を示すことが分かっ
ている (Caracue l e t a l . , 2005)。そこで、アカパンカビの 5種類の ge l破壊株の LE
に対する感受性を、LE処理後のプロトプラスト形成数により評価した。野生株
と 5種類の ge l破壊株は、 LE処理時間の経過に伴って、プロトプラスト形成数が
次第に増加した。しかし、 5種類の ge l破壊株は、プロトプラストの形成数は、
野生株よりも有意に減少した。このことから、ge l破壊株はいずれも細胞壁溶解
Mycelial growth (mm) % of growth inhibition
Strain Control 4% NaCl 1.2M sorbitol Fludioxonila Micafunginb
wild-type 42 (3.1) 39 (5.4) 47 (2.6) 75 (1.8) 70.8 (0.8)
gel-1 35 (5.5) 41 (4.2) 48 (5.9) 72 (3.5) 37.9 (2.1)
gel-2 40 (5.0) 36 (3.8) 45 (4.3) 70 (1.3) 70.1 (0.8)
gel-3 26 (2.5) 52 (4.0) 54 (5.2) 61 (4.2) 50.9 (1.3)
gel-4 44 (7.1) 36 (3.7) 44 (4.7) 75 (2.2) 73.3 (1.5)
gel-5 40 (6.1) 33 (2.4) 49 (4.4) 74 (4.0) 72.9 (2.0)
os-2 37 (4.9) 99 (1.2) 100 (0) 13 (2.5) 73.1 (2.3)
a0.0080 g/ml fludioxonil
b0.0064 g/ml micafungin
Ta b l e 11 . S e n s i t i v i t y t o o s mo t i c s t r e s s , f l u d i o x o n i l , a n d mi c a fu n g i n
S t a n d a r d d e v i a t i o n a r e s h o w n i n p a r e n t h e s e s
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酵素に対して顕著な耐性を示すことが明らかになった (Fig . 30 )。このような現






野生株の菌糸体及び発芽胞子における 5種類の ge l遺伝子の基礎発現量を、定
量 RT-P CRにより解析した。その結果、5種類の ge l遺伝子の中で、ge l -3の発現量
が、分生子発芽時と菌糸伸長時のいずれにおいても最も高かった (Fig . 31)。対
照的に、ge l -1の発現量は、これらの条件下では最も低かった。ge l -2 , ge l -4 , ge l -5
の基礎発現量は ge l -1と ge l -3の中間程度であった。 ge l -3が最も著しい生育遅延
Fig. 30 . Sens i t ivi t y o f 5 gel dis ruptant s to Lys ing enzymes .
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を示すことも考慮すると、アカパンカビの GEL-3は、胞子発芽や菌糸伸長にお
ける生育過程において、主として働く be ta -1 ,3 -g lucanosyl t ran sfe raseであること
を示唆していた。
2-3-7. gel 破壊株における細胞壁合成遺伝子の発現解析
植物病原菌 F. oxysporumの GELをコードする Gas1破壊株は、 Lysing enzymes
(LE) に対して耐性を示し、これは、Gas1の欠損によってキチン合成酵素 (chsV )
や be ta -1 ,3 -グルカンの合成酵素遺伝子 (rho1 )の発現量が上昇していることが原
因の 1つとして報告されている (Caracue l e t a l . , 2005)。アカパンカビの 5種類の
ge l破壊株も全て、 Lysing enzymesに対して耐性を示したことから、 GELの欠損
によって、キチン合成酵素や be ta -1 ,3 -グルカンの合成酵素遺伝子の発現が上昇
している可能性が考えられた。
そこで、アカパンカビの 5種類の ge l破壊株におけるキチン合成酵素遺伝子
(chs-5 , chs-7 )や be ta -1 ,3 -グルカンの合成酵素遺伝子 ( f k s -1 , rho-1 )の発現量を定
量 RT-P CRを用いて解析した。本節では、 VM培地で 16時間培養した菌糸体から
Fig. 31 . Rela t ive mRNA level of gel genes .
R e l a t i v e q u a n t i f i c a t i o n o f m R N A o f t h e g e l g e n e s i n g e r m i n a t i n g c o n i d i a
( b l a c k b o x e s ) a n d g r o w i n g h y p h a e ( g r a y b o x e s ) .
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RNAを抽出し、各株の菌糸生育時における遺伝子発現量を解析した (Fig . 32)。
F. oxysporumの Gas1欠損株で転写量の上昇しているキチン合成酵素 chsVと
rho1のオルソログは、アカパンカビではそれぞれ chs-5 , rho-1である。アカパン
カビの ge l破壊株においては、 chs-5や rho -1の発現量は野生株と比べて、顕著な
差は認められなかった (Fig . 32A)。また、他のキチン合成酵素遺伝子（ chs-4 ,
chs-7）や be ta -1 ,3 -グルカン合成酵素 f k s -1についても発現量に変化は認められな
かった (Fig . 32A)。また、各 ge l破壊株における ge l発現量にも顕著な変動は認め
られなかった (Fig . 32B)。従って、GELの欠損株が示す細胞壁溶解酵素に対する
耐性は、少なくともアカパンカビでは、 chs-5 , rho -1などの誘導による細胞壁の
強化によるものではないと判断された。
2-3-8. gel の fludioxonil誘導性とOS経路依存性
2-3 -2．において、ge l -1が OS-2 MAPキナーゼとその下流の転写調節因子 ATF-1
に依存して制御されていることが明らかにされた。そこで、 ge l -2 , ge l -3 , ge l -4 ,
Fig. 32 . Express ion leve l of gel , chs-5 , chs-7 , f ks -1 , rho-1 in gel dis ruptant s .
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ge l -5の OS経路依存性を解析するため、野生株、 os-2及び at f -1を使用して
f lud ioxon i l処理時の発現量を定量 RT-P CRを用いて比較解析した (Fig . 33)。 b l i -3
は、f lud ioxon i l処理で発現誘導する OS-2－ ATF-1依存的に制御される遺伝子であ
ることが明らかになっている遺伝子であり、本実験における pos i t ive con t ro l
geneとして使用した。
前述の通り、 ge l -1は野生株において f lud ioxoni l処理により発現量が上昇し、
os-2、at f -1では f lud ioxoni l処理による発現誘導が認められなかったことから、
ge l -1は OS -2－ AT F-1依存的に発現制御される遺伝子である。しかし、その他の
ge l -2 , ge l -3 , ge l -4 , ge l -5の発現量は、 f lud ioxoni lを野生株、 os-2、 at f -1の菌糸
体に処理をしても、それらの転写量にほとんど変動はなかった。従って、これ
らの遺伝子は、 OS経路による発現制御を受けないことが明らかになった。
縦 軸 ： 無 処 理 条 件 の 発 現 量 に 対 す る f l u d i o x o n i l 処 理 条 件 下 の 相 対 的 発 現 量
Fig. 33 . gel遺伝子群の f ludioxoni l誘導性と OS経路依存性
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2-3-9. gel のmicafungin誘導性とMAK-1及びMAK-2依存性
第 1章において、 ge l -4が micafung in処理によって発現量が約 4倍上昇するが、
MA K-1や MA K-2によ る制御を受けていないことが明らかになった。本 節 で は 、
ge l -4 以外の ge l 遺伝子の micafung in誘導性と、MAK-1及び MAK-2 MAPキナーゼ
依存性を解析するために、野生株、 mak-1 , mak-2の菌糸に 1 g/ml mica fungin
を 2時間処理したときの発現量を定量 RT-P CRを用いて比較解析した (Fig . 34)。
Fig . 34に示した結果より、ge l -1 , ge l -2 , ge l -3 , ge l -5の発現量は ge l -4とは異なり、
野生株の菌糸に micafungin処理を行っても上昇しなかったことから、細胞壁損
傷による応答性は低いことが分かった。これは、 mak-1 , mak-2においても同
様の結果であったことから、ge l -4以外の ge lについても MAK-1や MAK-2による発
現制御を受けていないことが示された。
本研究により、ge l -1は浸透圧ストレスや殺菌剤ストレスに応答し、かつ OS-2
－ ATF-1依存的な発現制御を受けており、 ge l -4が細胞壁の損傷によって顕著に
誘導される遺伝子であることが明らかになった。GEL-1と GE L-4は、系統解析の
Fig. 34 . gel遺伝子群の micafungin誘導性と MAK -1、 MAK -2依存性
縦 軸 ： 無 処 理 条 件 の 発 現 量 に 対 す る mi c a f u n g i n 処 理 条 件 下 の 相 対 的 発 現 量
68











特定の遺伝子の転写を活性化 (誘導 )あるいは不活性化 (抑制 )することにより、細
胞 は 環 境 応 答 や 分 化 を 適 切 に 行 う こ と が で き る 。 MAPキ ナ ー ゼ 経 路 や P ro te in





は 、 ゲノ ム 情報 の 公開 に よっ て 、 182種類 の 転写 調 節因 子 の存 在 が示 唆 され た
(Galagan e t a l . , 2003)。その後、 Borkvich e t a l . , 2004らの DNA配列特異的に結合




わる転写調節因子の選抜がなされた (Colo t e t a l . , 2006)。この他にも、詳細な研
究 が な さ れ て い る 転 写 調 節 因 子 と し て 、 リ ン 欠 乏 に 応 答 す る 転 写 調 節 因 子
NUC-1 (Hasunuma e t a l . , 1972 ; Lehman e t a l . , 1973 ; Gras e t a l . , 2013)や、 CO 2濃度








の 下 流 の 転 写 調 節 因 子 Ste12オ ル ソ ロ グ で あ る PP -1に 関 す る 研 究 が 存 在 す る 。
pp-1破壊株は、 mak-2と同様に菌糸融合能が欠損しており、また子嚢胞子が発
芽しない。さらに、交配条件 (SC培地上 )で MAK-2依存的に発現誘導する交配に
関与すると推定されている mkr-2 , 3 , 5 , 6の発現が pp-1破壊株では消失すること
から、 MAK-2 は転写調節因子 PP -1を制御していると考えられている (Li e t a l . ,
2005)。 ま た、 OS-2の 下 流に は 転 写 調節 因 子 ATF-1が 存 在 し て その 制 御遺 伝 子
についても詳細な研究が行われている。
一方、 MAK-1が制御する転写調節因子については、酵母との比較ゲノム解析
の結果から、出芽酵母の CWI経路の Mpk1下流の転写調節因子 Rlm1のオルソログ
であるアカパンカビの R LM-1の存在が推定される。しかし、この転写調節因子
RLM-1が実際に MA K-1下流に位置するのかは明らかにされていない (第 1章 Fig .
4参照 )。
そこで本章では、 MAK-1の制御する転写調節因子としての R LM-1の可能性の
検証、及び転写調節因子遺伝子破壊株ライブラリーを利用した転写調節因子の
探索を行った。アカパンカビの CWI経路では、細胞壁損傷に関わる遺伝子が制
御されてい ると考 え られる。こ れまで に 、 mica fungin処理に より誘導さ れる遺
伝子および MAPキナーゼにより制御される遺伝子を同定してきたが、必ずしも
多くの遺伝子を特定できているわけではない。CWI経路で働く転写調節因子は、






因子の破壊株が作出されている (Colo t e t a l . , 2006)。 174種類の転写調節因子の
遺伝子破壊株を VM培地にて培養した。
細 胞 壁 感 受 性 試 験 は 、 174種 類 の 転 写 調 節 因 子 遺 伝 子 破 壊 株 の mica funginと
polyoxin Dに対する感受性を野生株と比較することにより行った。各破壊株の
分生子を滅菌水に懸濁し、約 3×10 4個 /mlの分生子数となるよう濃度調整し、約
1500個の分生子を sorbose含有 Vogel ’s 寒天培地上に接種し、28℃で 3日間培養し
た。高感受性株の判定は、野生株を対照としたコロニー形成の有無および生育
程度により行った。ファーストスクリーニングで選抜した高感受性株について
は、細胞壁損傷剤に対する感受性をさらに精査するため、micafungin , po lyoxin D
に加えて , SDS, Calco f luor Whi te , 及び Congo Red に対する感受性についても解
析した。感受性試験は、各薬剤を含む sorbose含有 Vogel ’s 寒 天培地における胞
子希釈法により行った。
遺伝子発現解析
分生子における遺伝子発現解析では、各株の分生子 (6 .6×10 5 ce l l s /ml)を VM
培地で室温条件下、4時間の振盪培養後、遠心チューブに移して遠心分離により
上清 (培地 )を除き、分生子を回収した。また、菌糸体における遺伝子の発現解
析では、各株の分生子 (6 .6×10 5 ce l l /ml )を VM培地に植菌してから 16時間培養し、
1g/ml mica fungin 処理を 2時間行い、吸引濾過により菌糸体を回収した。回収
した菌体は液体窒素を用いて凍結し、使用するまで -80℃で凍結保存した。アカ
パンカビの RNAの調製と cDNA合成は、第 1章 , 第 2章と同様の手順で行った。
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定量RT-PCR
定量 RT-P CRは、第 1章と同様のプロトコルに準て行った。本章で使用した定










CWI経 路 で 働 く 転 写 調 節 因 子 の 遺 伝 子 破 壊 株 は 、 mak-1 , mak-2と 同 様 に
micafung inな どに高 感受性にな ると期 待 される。ア カパン カ ビの網羅的 遺伝子
破 壊 株プ ロ ジェ ク トに よ り作 出 され た 174種 類の 転 写調 節 因子 の 破壊 株 をラ イ
ブ ラ リ ー か ら 植 え 出 し た と こ ろ 、 10 種 類 の 破 壊 株 (NCU08726 , NCU06799,
NCU03975 , NCU00385 , NCU02853 , NCU03552 , NCU05285 , NCU09576 , NCU03184 ,
NCU05970)が 死 滅 し て お り 、 試 験 に 供 す る こ と が で き な か っ た 、 ま た 、 rco-1
( regu la to r o f con id ia t ion-1 ) 破壊株 (NCU06205)は、分生子を必要十分に形成せず、
感受性試験から除外した。これら 11種類以外の 163種類の破壊株をファーストス
クリーニングの対象とし、 micafung in及 び po l yox in Dに対す る感受性を調べた。
micafung in及び polyox in Dに対する感受性試験の結果を Table 12に記す。 Table
12において、野生株と同程度の感受性を示した株を「＋」、野生株よりも高い感
受 性 を 示 し た 株 を 「 － 」 で 示 し た 。 NCU02671 (#100) , NCU05064 (#151)及 び
NCU06487 (#154)の 3種類の遺伝子破壊株が micafunginに対して高感受性を示し
た 。 ま た 、 po lyoxin D に 対 し て 高 い 感 受 性 を 示 し た 株 は 、 NCU07788 (#19) ,
NCU06411 (#77) , NCU03593 (#87) , NCU04731 (#96) , NCU02666 (#99) , NCU02671
(#100) , NCU02713 (#102) , NCU02957 (#104), NCU03244 (#107) , NCU06503 (#113) ,
NCU07039 (#115) , NCU00019 (#125) , NCU02094 (#162)の 13種類であった。これ
らの中で、NCU02671の遺伝子破壊株 (msn-1 )は、micafung inだけでなく polyox in
Dに対して野生株と比べ高い感受性を示す唯一の破壊株であった。一方で、出
芽酵母の CWI経路の転写調節因子 Rlm1のオルソログである r lm -1破壊株 (r lm-1 )
は、この両剤に対する感受性は野生株と同程度であった。
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Table 12. Sensitivity of transcription factor disruptants to micafungin and polyoxin D.
#1) NCU locus Type Gene Description2) MC3) PD4)
1 NCU01478 Zn(II)2Cys6
5) fungal specific10) + +
2 NCU02934 Zn(II)2Cys6
5) fungal specific10) + +
3 NCU08000 Zn(II)2Cys6
5) far-1 cutinase transcription factor 1 alpha + +
4 NCU07007 Zn(II)2Cys6
5) submerged protoperithecia-2 + +
5 NCU08294 Zn(II)2Cys6
5) nit-4 nitrogen assimilation transcription factor nit-4 + +
6 NCU08652 Zn(II)2Cys6
5) fungal specific10) + +
7 NCU08651 Zn(II)2Cys6
5) col-27 zinc binuclear cluster-type protein + +
8 NCU06656 Zn(II)2Cys6
5) acu-15 transcription activator protein acu-15 + +
9 NCU02752 Zn(II)2Cys6
5) C6 transcription factor Prf + +
10 NCU07374 Zn(II)2Cys6
5) fungal specific10) + +
11 NCU06407 Zn(II)2Cys6
5) vad-3 zinc finger transcription factor 1 + +
12 NCU05383 Zn(II)2Cys6
5) col-24 fungal specific10) + +
13 NCU00217 Zn(II)2Cys6
5) fungal specific10) + +
14 NCU04866 Zn(II)2Cys6
5) ada-6 all development alterd-6 / fungal specific10) + +
15 NCU03110 Zn(II)2Cys6
5) fungal specific10) + +
16 NCU05994 Zn(II)2Cys6
5) transcription factor TamA + +
17 NCU05536 Zn(II)2Cys6
5) fungal specific10) + +
18 NCU07705 Zn(II)2Cys6
5) C6 finger domain / fungal specific10) + +
19 NCU07788 Zn(II)2Cys6
5) col-26 colonial-26 / fungal specific10) + －
20 NCU06990 Zn(II)2Cys6
5) fungal specific10) + +
21 NCU06028 Zn(II)2Cys6
5) quinic acid utilization activator + +
22 NCU03120 Zn(II)2Cys6
5) fungal specific10) + +
23 NCU01097 Zn(II)2Cys6
5) fungal specific10) + +
24 NCU05411 Zn(II)2Cys6
5) pathway specific nitrogen regulator + +
25 NCU07392 Zn(II)2Cys6
5) transcriptional regulatory protein Pro-1 + +
26 NCU08848 Zn(II)2Cys6
5) fungal specific10) + +
27 NCU04359 Zn(II)2Cys6
5) predicted protein + +
28 NCU08049 Zn(II)2Cys6
5) predicted protein + +
29 NCU08899 Zn(II)2Cys6
5) fungal specific10) + +
30 NCU03643 Zn(II)2Cys6
5) cutinase transcription factor 1 beta + +
31 NCU05767 Zn(II)2Cys6
5) PRO1A C6-zinc finger protein + +
32 NCU03931 Zn(II)2Cys6
5) ada-5 all development alterd-6 + +
33 NCU02307 Zn(II)2Cys6
5) conserved hypothetical protein + +
34 NCU07139 Zn(II)2Cys6
5) fungal specific10) + +
35 NCU07945 Zn(II)2Cys6
5) tah-4 tall aerial hyphae-4 / fungal specific10) + +
36 NCU03320 Zn(II)2Cys6
5) ada-4 all development alterd-4 + +
37 NCU08658 Zn(II)2Cys6
5) C6 finger domain + +
38 NCU08443 Zn(II)2Cys6
5) fungal specific10) + +
39 NCU09739 Zn(II)2Cys6
5) ada-7 all development alterd-7 + +
40 NCU06068 Zn(II)2Cys6
5) col-25 colonial-26 / fungal specific10) + +
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Table 12. Continued.
#1) NCU locus Type Gene Description 2) MC3) PD4)
41 NCU00945 Zn(II) 2Cys6
5) col-20 colonial-20 / fungal specific10) + +
42 NCU09829 Zn(II) 2Cys6
5) fungal specific10) + +
43 NCU06971 Zn(II) 2Cys6
5) xlnR transcription factor xlnR + +
44 NCU02214 Zn(II) 2Cys6
5) tah-2 tall aerial hyphae-2 / fungal specific 10) + +
45 NCU02896 Zn(II) 2Cys6
5) ada-3 all development alterd-3 + +
46 NCU02142 Zn(II) 2Cys6
5) hypothetical protein + +
47 NCU02576 Zn(II) 2Cys6
5) C6 finger domain + +
48 NCU04001 Zn(II) 2Cys6
5) ff-7 female fertility-7 + +
49 NCU05294 Zn(II) 2Cys6
5) C6 finger domain + +
50 NCU00017 Zn(II) 2Cys6
5) hypothetical protein + +
51 NCU03686 Zn(II) 2Cys6
5) tah-3 tall aerial hyphae-3 + +
52 NCU05993 Zn(II) 2Cys6
5) hypothetical protein + +
53 NCU09804 Zn(II) 2Cys6
5) C6 transcription factor + +
54 NCU03417 Zn(II) 2Cys6
5) hypothetical protein / fungal specific 10) + +
55 NCU09549 Zn(II) 2Cys6
5) fungal specific10) + +
56 NCU00289 Zn(II) 2Cys6
5) tah-1 tall aerial hyphae-1 + +
57 NCU08901 Zn(II) 2Cys6
5) fungal specific10) + +
58 NCU04851 Zn(II) 2Cys6
5) fungal specific10) + +
59 NCU02768 Zn(II) 2Cys6
5) no domains annotated + +
60 NCU08063 Zn(II) 2Cys6
5) fungal specific10) + +
61 NCU07535 Zn(II) 2Cys6
5) sah-3 short aerial hyphae-3 + +
62 NCU03489 Zn(II) 2Cys6
5) col-21 colonial-21 + +
63 NCU09205 Zn(II) 2Cys6
5) vad-6 vegetative asexual development-6 + +
64 NCU05051 Zn(II) 2Cys6
5) col-23 colonial-23 + +
65 NCU09529 Zn(II) 2Cys6
5) hypothetical protein + +
66 NCU08289 Zn(II) 2Cys6
5) dmm-2 DNA methylation modulator-2 + +
67 NCU01629 C2H2
6) hypothetical protein + +
68 NCU00694 C2H2
6) hypothetical protein + +
69 NCU05909 C2H2
6) hypothetical protein + +
70 NCU06919 C2H2
6) hypothetical protein + +
71 NCU03073 miscellaneous 7) histone like transcription factor + +
72 NCU02017 miscellaneous 7) ada-2 all development alterd-2 + +
73 NCU03070 miscellaneous 7) fungal specific10) + +
74 NCU00097 miscellaneous 7) bek-1 beak-1 + +
75 NCU03962 miscellaneous 7) hypothetical protein + +
76 NCU07561 miscellaneous 7) fungal specific10) + +
77 NCU06411 miscellaneous 7) vad-4 vegetative asexual development-4 + －
78 NCU00233 bZIP 8) glysoside hydrolase 16 + +
79 NCU00285 C2H2
6) hypothetical protein + +
80 NCU00329 bZIP 8) vad-1 vegetative asexual development-1 + +
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Table 12. Continued.
#1) NCU locus Type Gene Description2) MC3) PD4)
81 NCU00499 bZIP8) ada-1 all development alterd-1 + +
82 NCU00808 Zn(II)2Cys6
5) C6-finger domain containing protein + +
83 NCU00902 GATA9) wc-2 zinc finger white collar protein WC-2 + +
84 NCU01122 C2H2
6) hypothetical protein + +
85 NCU01154 GATA9) sub-1 submerged protoperithecia-1 + +
86 NCU03356 miscellaneous7) predicted protein + +
87 NCU03593 miscellaneous7) hypothetical protein similar to homeoprotein + －
88 NCU03699 C2H2
6) hypothetical protein + +
89 NCU03905 bZIP8) nap-1 NAP-1 + +
90 NCU04179 C2H2
6) sah-1 short aerial hyphae-1 + +
91 NCU04211 bZIP8) hypothetical protein + +
92 NCU04390 Zn(II)2Cys6
5) col-22 colonial-22 / fungal specific10) + +
93 NCU04561 C2H2
6) mld-1 melanization defective-1 + +
94 NCU04619 C2H2
6) hypothetical protein + +
95 NCU04628 C2H2
6) hypothetical protein + +
96 NCU04731 bHLH9) sah-2 short aerial hyphae-2 + －
97 NCU00144 bHLH9) hypothetical protein + +
98 NCU01994 bZIP8) bZIP transcription factor + +
99 NCU02666 C2H2
6) NSDC NSDC + －
100 NCU02671 C2H2
6) msn-1 MSN1-like － －
101 NCU02699 C2H2
6) hypothetical protein + +
102 NCU02713 C2H2
6) csp-1 conidial separation-1 + －
103 NCU02724 bHLH9) HLH transcription factor + +
104 NCU02957 bHLH9) hypothetical protein + －
105 NCU02994 C2H2
6) hypothetical protein + +
106 NCU03077 bHLH9) hypothetical protein + +
107 NCU03244 miscellaneous7) WD repeat protein + －
108 NCU05242 C2H2
6) C2H2 finger domain containing protein + +
109 NCU05637 bZIP8) hypothetical protein + +
110 NCU06173 miscellaneous7) csp-1 hypothetical protein + +
111 NCU06186 C2H2
6) hypothetical protein + +
112 NCU06213 miscellaneous7) MIZ zinc finger protein + +
113 NCU06503 C2H2
6) C2H2 finger domain containing protein + －
114 NCU06744 bHLH9) hypothetical protein + +
115 NCU07039 GATA9) asd-4 ascus development-4 + －
116 NCU07379 bZIP8) bZIP-type transcription factor + +
117 NCU08634 miscellaneous7) hypothetical protein + +
118 NCU08744 bZIP8) hypothetical protein + +
119 NCU09033 Zn(II)2Cys6
5) C6 transcription factor + +
120 NCU09068 GATA9) nit-2 nitrate nonutilizer-2 + +
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Table 12. Continued.
#1) NCU locus Type Gene Description2) MC3) PD4)
121 NCU09252 C2H2
6) hypothetical protein + +
122 NCU09333 C2H2
6) zinc finger transcription factor ace1 + +
123 NCU10006 C2H2
6) hypothetical protein + +
124 NCU00090 C2H2
6) pH response transcription factor pacC + +
125 NCU00019 miscellaneous7) FKH1 FKH1 + －
126 NCU00749 bHLH9) chc-1 hypothetical protein + +
127 NCU02173 C2H2
6) C6 zinc finger protein + +
128 NCU05210 miscellaneous7) uvs-2 ultraviolet sensitive-2 + +
129 NCU07900 bZIP8) hypothetical protein + +
130 NCU09315 bHLH9) nuc-1 nuclease-1 + +
131 NCU00038 C2H2
6) C2H2 transcription factor + +
132 NCU03206 C2H2
6) C2H2 transcription factor + +
133 NCU05250 miscellaneous7) hypothetical protein + +
134 NCU07952 C2H2
6) crz-1 C2H2 transcription factor + +
135 NCU09248 miscellaneous7) CCAAT-binding protein subunit HAP3 + +
136 NCU02356 GATA9) wc-1 white color-1 + +
137 NCU03033 miscellaneous7) CCAAT-binding protein subunit HAP2 + +
138 NCU00631 miscellaneous7) crf9-1 chromatin remodeling factor 9-1 + +
139 NCU08891 bZIP8) hypothetical protein + +
140 NCU00054 Zn(II)2Cys6
5) hypothetical protein + +
141 NCU00340 C2H2
6) hypothetical protein + +
142 NCU01345 bZIP8) atf-1 ascospore lethal-1 + +
143 NCU01386 Zn(II)2Cys6
5) hypothetical protein + +
144 NCU01459 bZIP8) ts hypothetical protein / asl-2 + +
145 NCU01871 bHLH9) hypothetical protein + +
146 NCU01954 miscellaneous7) msp-14 pre-mRNA-splicing factor cwc-24 + +
147 NCU03266 miscellaneous7) hypothetical protein + +
148 NCU03421 C2H2
6) C2H2 transcription factor + +
149 NCU04050 bZIP8) cpc-1 cross pathway control-1 + +
150 NCU04827 Zn(II)2Cys6
5) hypothetical protein + +
151 NCU05064 C2H2
6) C2H2 transcription factor － +
152 NCU05257 miscellaneous7) homeobox and C2H2 transcription factor + +
153 NCU06399 bZIP8) hypothetical protein + +
154 NCU06487 C2H2
6) hypothetical protein － +
155 NCU06907 C2H2
6) hypothetical protein + +
156 NCU07669 Zn(II)2Cys6
5) purine utilization positive regulator + +
157 NCU08042 Zn(II)2Cys6
5) fungal specific10) + +
158 NCU08807 C2H2
6) cre-1 carbon catabolite regulation + +
159 NCU09576 C2H2
6) hypothetical protein + +
160 NCU07728 GATA9) sre siderophore regulation + +
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Table 12. Continued.
#1) NCU locus Type Gene Description2) MC3) PD4)
161 NCU08055 bZIP8) bZIP transcription factor IDI4 + +
162 NCU02094 Zn(II)2Cys6
5) vad-2 vegetative asexual development-2 + －
163 NCU02558 miscellaneous7) rlm-1 MADS-box MEF2 type transcription factor + +
164 NCU08726 Zn(II)2Cys6
5) fl fluffy nt11) nt11)
165 NCU06799 Zn(II)2Cys6
5) vad-5 vegetative asexual development-5 nt11) nt11)
166 NCU03975 C2H2
6) zinc finger protein 58 nt11) nt11)
167 NCU00385 C2H2
6) ATP synthase subunit delta nt11) nt11)
168 NCU02853 C2H2
6) C2H2 transcription factor nt
11) nt11)
169 NCU03552 C2H2
6) hypothetical protein nt11) nt11)
170 NCU05285 C2H2
6) C2H2 transcription factor RfeC nt
11) nt11)
171 NCU09576 C2H2
6) hypothetical protein nt11) nt11)
172 NCU03184 C2H2
6) conidiation transcription factor FlbC nt11) nt11)
173 NCU05970 bHLH9) hypothetical protein nt11) nt11)
174 NCU06205 miscellaneous7) rco-1 regulator of conidiation-1 nt11) nt11)
Neurospora knockout strains from the functional genomics program (Colot et al., 2006) were obtained from
Fungal Genetics Stock Center. The “+” shows that the sensitivity of the indicated strains to micafungin or
polyoxin D are almost equal to that of wild-type stain, whereas “-” does high sensitivity to each chemicals,
compared to wild-type stain.
1, #：Serial number of transcription factor in this study.
2, Description：Neurospora crassa Database at Broad Institute
3, MC：1 g/ml micafungin
4, PD：75 g/ml Polyoxin D
5, Zn(II)2Cys6 ：Zn(II)2Cys6 type transcription factor
6, C2H2：C2H2 type transcription factor
7, miscellaneous：miscellaneous type transcription factor
8, bZIP：bZIP –domain containing transcription factor
9, GATA：GATA –domain containing transcription factor




MAK-1が制御する転写調節因子の第一候補と考えられた RLMの破壊株 r lm-1
は micafung inや polyox in Dに対して顕著な感受性を示さなかった。一方、転写調
節因子 MSN-1の破壊株 msn-1は、micafunginと polyox in Dに対して高い感受性を
示した。ファーストスクリーニングで両薬剤に同時に感受性を示した転写調節
因子破壊株は、唯一 msn-1のみであった。そこで、 RLM-1と MSN-1に着目し、
r lm-1と msn-1の細胞壁損傷剤に対する感受性を詳細に検討した。
Vogel ’s 寒天培地上において、 r lm-1は野生株と同等の生育速度を示したが、
msn-1は野生株よりも顕著な生育遅延を示した (Fig . 35)。
細胞壁損傷剤に対する感受性は、胞子希釈法により調べたところ、r lm-1は、
供試した 5種類の細胞壁損傷剤（ micafungin , po lyox in D, SDS, C FW, CR）のいず
れに対しても野生株と同程度の感受性であった (Fig . 36)。一方、 msn-1はファ





Fig. 35 . Compar i son of growth and morphology of wi ld -type ,  r lm-1 , msn-1 .
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3-3-3. 転写調節因子MSN-1が制御する遺伝子の同定
転 写 調 節 因 子 MSN -1は 酵 母 の MAPキ ナ ー ゼ Hog1に よ り 制 御 さ れ る 転 写 調 節
因子 Msn2/4のオルソログである。出芽酵母の浸透圧応答経路 (Hog1 MAPキナー
ゼ経路 )下流に位置する 3種類の転写調節因子として、Sko1 , Yap1 , Msn2/4が知ら
れている。出芽酵母では、His t id ine k inase Sln1が浸透圧ストレスを感知すると、
Hog1 MAPキナーゼカスケードにシグナルが伝達され、 Hog1 MAPキナーゼ下流
に位置する転写調節因子 Sko1と Msn2/4が活性型となり、グリセロール合成系や
カタラーゼ遺伝子などの発現を制御する。また、酸化ストレスによって Hog1が
活性化されると、下流に位置する AP -1様転写調節因子 Yap1 が SOD1 ( superox ide
d ismu tase ) , TRX ( th io redox in isoenzyme) , GSH1 (gamma glu tamylcys te ine
syn the tase)など、活性酸素の除去に関与する酵素遺伝子群の発現調節を行う。
アカパンカビにも出芽酵母の Sko1 , Yap1 , Msn2/4のオルソログが存在してお
Fig. 36 . Sens i t ivi t y o fr lm-1 and msn-1 to ce l l wa l l damaging agents .
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重要な役割を担う。 NAP -1は酵母の Yap1オルソログであり、破壊株がメナジオ
ンや H 2 O 2に高感受性を示し、酸化ストレスによって発現誘導する glu ta th ione
S- t ransfe ra se (gs t -1 , gs t -2など )や oxidoreduc tase遺伝子の発現を制御する。この
ことから、 NAP -1は酸化ストレス応答を司る重要な転写調節因子であることが
明らかになっている (Takahash i e t a l . , 2010)。しかし、OS-2依存性遺伝子のうち、
ATF-1非依存の遺伝子の発現に NAP -1が関与していないことから、 OS-2 MAPキ
ナーゼ下流には存在しないことが示唆されている。
アカパンカビの MSN-1は出芽酵母の Msn2/4のオルソログであり、 msn-1が
H 2 O 2やメナジオンに対して耐性を示すことから、 MSN-1が酸化ストレス応答関
連の遺伝子を負に制御すると推定されたが、CTT1や SOD1 ( superox ide d ismu tase )
Fig. 37 . 出芽酵母の Hog1経路とアカパンカビの OS経路の比較
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などの遺伝子発現には関与していないことが示されている (高橋正和博士 , 東
洋大学大学院 , 博士学位論文 )。また、OS経路依存的に制御される遺伝子群の発
現にも関与していないため、 NAP -1と同様に、 MSN-1も OS-2 MAPキナーゼ下流
に位置しないことが示唆されている。従って、 MSN-1依存的に発現制御される
遺伝子群は未だ特定されておらず、 MSN-1の機能についても不明な点が多い。
r lm-1は mica funginや polyoxin Dに高感受性を示さなかったが、 msn-1はそ
の両剤に高い感受性を示した。msn-1の示すその感受性は、mak-1の示す感受
性と同程度である。 MSN-1や R LM-1が MA K-1下流の転写調節因子であるとすれ
ば、 MAK-1制御遺伝子の発現に関与する可能性を推定した。そこで、第 2章で
特定した micafung inにより誘導する MAK-1制御遺伝子 eg l -1と ncw-1の発現が、
MSN-1に依存しているのかを定量 RT-P CRで解析した (Fig . 38)。
野生株において、 eg l -1 , ncw-1は micafung in処理によって発現量が顕著に上昇
したが、msn-1では micafung in処理よる発現誘導が完全に消失していた。また、
r lm-1を欠損してもこの 2遺伝子の発現量は野生株と同程度に上昇した。一方、
MAK-2依存遺伝子である gh76-5や td t -1の micafung inによる誘導は、野生株同様
Fig. 38 . MAK -1制御遺伝子の MSN-1、 RLM-1依存性
縦 軸 ： 無 処 理 条 件 の 発 現 量 に 対 す る mi c a f u n g i n 処 理 条 件 下 の 相 対 的 発 現 量
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に msn-1と r lm-1においても認められた。このことから、MSN-1は MAK-1が制御




出芽酵母の CWI 経路の RLM-1は Mpk1 MAPキナーゼ下流に位置し、 be ta -1 ,3 -
グ ル カン 合 成酵 素遺伝 子 FKS1やキ チン 合成 酵 素 CHS3の 発現 を制 御 して い る。
そのオルソログであるアカパンカビの転写調節因子 RLM-1の破壊株は、 mak-1
が 示 す micafung inや polyoxin D感 受 性 が 認 め ら れ ず 、 MAK-1が 制 御 す る eg l -1 ,
ncw-1の制御にも関与していなかった。しかし、MAK-1は、誘導自体は必ずしも
強くないが、細胞壁合成酵素 ags-1 , fk s -1や chs-3などの誘導を制御していた。そ
こで、R LM-1が f k s -1や chs-3、および糸状菌に特有な遺伝子である a lpha -1 ,3 -グル
カン遺伝子 (ags-1 , ags-2 )の発現制御に関与するのかを検証した (Fig . 39)。
be ta -1 ,3 -グルカン合成酵素遺伝子 f k s -1やキチン合成酵素遺伝子 chs-3は、
Fig. 39 . ags-1 , ags-2 , fks -1 , chs-3の RLM-1、 MSN-1依存性
縦 軸 ： 無 処 理 条 件 の 発 現 量 に 対 す る mi c a f u n g i n 処 理 条 件 下 の 相 対 的 発 現 量
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r lm-1においては、野生株や msn-1で認められる micafung in処理による発現誘
導が有意に減少したことから、RLM-1は f k s -1や chs-3の発現に関与することが示
された。ただし、その誘導は完全には消失していなかったことから、 RLM-1単
独による制御ではない可能性も残されている。一方、 ags -1 , a gs -2の発現量は、
野生株、 r lm-1、 msn-1株間でほぼ変動しなかったことから、 R LM-1や MSN -1
は、この発現制御には関与していないと考えられる。
これまでの結果を転写調節因子とその制御遺伝子についてまとめると下記の
ようになる。アカパンカビにおいても RLM-1は MA K-1下流に位置しており、f k s -1
と chs-3の発現を制御する転写調節因子であることが示された。さらに、MSN-1
は OS-2下流に位置していないことが知られていたが、MAK-1経路下流の転写調
節因子であることが見出された (Fig . 40)。これらの結果から、細胞壁の損傷に
応答して、RLM-1と MSN-1という 2種類の転写調節因子が CWIに貢献することが
明らかになった。
Fig. 40 . MAK -1下流に位置する転写調節因子 MSN-1と RLM-1
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総合考察及び結論




第 1章では、アカパンカビの 3種類の MAPキナーゼ (MAK-1 , MAK-2, OS-2 )の
CWIへの貢献度について比較し、 MAK-1と MAK-2が細胞壁損傷剤応答すること






MAK-1下流に位置する転写調節因子が RLM-1と MSN -1であり、これらが糸状菌
の細胞壁構築において中心的役割を担う転写因子であることを明らかにした。
出芽酵母は 5種類の MAPキナーゼをもつが、そのうちの Mpk1が、 CWIの中心
的な役割をしており、多くの糸状菌研究者も Mpk1オルソログを解析しているが、
Mpk1様 MAPキナーゼが明確に CWIを制御するという報告はこれまでにない。本




















































のリン酸化には、MAK-1カスケードの因子である MAP KKキナーゼと MAP Kキナ
ーゼが必須であったことから、カスケード単位では独立して制御されているこ
とは明確である。従って、このクロストークは、 MAK-2からのシグナルが何ら












ル カ ン 合 成 阻 害 剤 処 理 で 誘 導 さ れ た 遺 伝 子 の 内 、 MAK-1 は eg l -1 , ncw-1を 、
MAK-2は gh76-5 , td t -1を そ れ ぞ れ 発 現 制 御 し て い る こ と を 明 ら か に し た (Fig .
18)。eg l -1のコードする GP I-ancho red endo -g lucanaseは正常な GPIアンカーの合成
に必要とされる酵素として知られ (Mrsa e t a l . , 1993; Ka leb ina e t a l . , 2002; Ses tak
e t a l . , 2004)、酵母の CWI経路によって発現制御されており、アカパンカビと酵
母 の CWI経 路 の共 通点 と し て挙 げら れ る。 ま た 、 gh76-5 (a lpha-1 ,6 -mannanase)
は 酵 母 の CWI 経 路 に よ る 制 御 を 受 け て お り 、 GH76 fami ly に 属 す る
a lpha -1 ,6 -mannanaseは酵母やアカパ ンカ ビにおいても細 胞壁 合成における糖タ
ンパクの細胞壁への付加に必要とされることが明らかになっている (Ki tagak i e t








し た 遺伝 子は 、薬 剤処 理 2時 間後 で顕 著に 誘 導さ れる もの であ り 、 MAK-1及 び
MAK-2に よ り 転 写 調 節 因 子 を 経 由 し て 直 接 制 御 さ れ て い る 遺 伝 子 で あ る 可 能




OS-2は、浸透圧ストレスに応答して、細胞壁合成系の ge l -1、細胞壁分解系の
dlh-1 , ch t -1の 3種類の遺伝子を OS-2－ AT F-1依存的に、そして、細胞壁糖タンパ
クの合成に関与する ogp-1 , gox-1 , man-1 を ATF-1非依存的に制御していること
を特定した (Fig . 25)。
本研究では細胞壁合成酵素の 1つとして重要な be ta -1 ,3 -g lucanosyl t ransfe rase
(GEL)に着目して、その機能分化についても調べた。病原糸状菌 F. oxysporum や
A. fumigatusでは、GELタンパクの欠損が生育の遅延や病原性の低下の誘因とな
ることから、病原性に関与することが報告されている (Bruneau e t a l . , 2001;
Caracue l e t a l . , 2005; Gas tebo is e t a l . , 2010 )。糸状菌の GEL遺伝子を制御する因
子については不明であったが、本研究によって、アカパンカビの 5種類の ge l遺
伝子のうち、ge l -1がストレス応答を担う OS経路により制御されていることを明
らかにした (Kame i e t a l . , 2013b)。さらに、 GELの機能を明らかにするため、ア
カパンカビの 5種類の ge l破壊株の表現型解析を行ったところ、 ge l -3が菌糸生
長における顕著な生育遅延を示し、分生子が密に凝集する形質異常が認められ
た。また、分生子の発芽や菌糸生長においては、 ge l -3の基礎発現量が最少培地
条件下では 5つの ge lの中で最も高かったことからも、アカパンカビの基礎生育
では GEL-3が主として機能する GELであることが示された。さらに、 ge l -4の発
現量は micafung in処理によって約 4倍上昇することから、 GEL-4は細胞壁損傷に
応答し、細胞壁の再構築に寄与するものと推定される。 ge l -2 , ge l -5特有の機能
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については不明な点が多く残されたが、アカパンカビの GEL-2や GEL-5と近縁関
係にある S . pombeの gas4 は子嚢胞子の細胞壁形成に必要不可欠であることが










レイ解析から MAK-1制御遺伝子として同定した eg l -1 , ncw-1のいずれも RLM-1

















MAK-1が制御する eg l -1 , ncw-1の発現を調節する転写調節因子であることを明
確に示すことできた。
転写調節因子 MSN-1は出芽酵母の浸透圧応答 MAPキナーゼ Hog1により制御
される転写調節因子 Msn2/4のオルソログである。出芽酵母の Hog1下流の転写調
節因子には Sko1 , Yap1 , Msn2/4の 3種類が知られており、 Msn2 /4は、 CTT1カタラ
ーゼ遺伝子などの発現制御に関与する。以前の研究から、アカパンカビの OS-2
は、MSN-1の制御には関与しないことが示されていた (高橋正和博士 , 博士学位
論文 )。









東洋大学大学院 , 博士学位論文 )。これは MAK-1が菌糸生育においてリン酸され
ており細胞核への局在性と一致する。これらことから、 MAK-1の破壊株が示す
細胞壁損傷剤感受性は、 MSN-1に起因すると考えられる。 MSN-1が MA K-1によ
り制御されることを示した報告はこれまでないが、 MSN-1は MAPキナーゼによ
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りリン酸化を受けるが、アカパンカビでは、 OS-2の代わりに MAK-1が MSN -1を
リン酸化していると考えることができる。
最後に、本研究によって示された糸状菌の細胞壁構築を制御するシグナル伝
達経路のモデル図を次ページの Fig . 41に示す。アカパンカビの CWI経路と出芽
酵母の CWI経路との類似点として、Mpk1 MAPキナーゼの MAK-1が CWIの制御に
中心的役割を担うことが挙げられる。ただし、細胞壁の構築を制御するシグナ
ル伝達経路としての観点から、 3種類の MAPキナーゼ経路を包括的に考察する
と、 (1 ) OS経路は浸透圧ストレスに伴う膨圧などに応答した細胞壁構造の変化
に対応する役割を担う、 (2 ) MA K-1経路は菌糸伸長や分岐などのいわゆる栄養























Fig. 41 . 糸状菌の細胞壁構築を制御するシグナル伝達のモデル図
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